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Terapia fotodinâmica é uma modalidade de tratamento que utiliza luz, em 
comprimento de onda específico, associada a um composto fotossensibilizador para 
eliminação de tecidos acometidos por alguma patologia. A destruição celular 
promovida pela terapia fotodinâmica é explicada pela ação de oxigênio singlete e 
espécies reativas de oxigênios originadas a partir da interação do oxigênio molecular 
tecidual, luz e fotossensibilizador. O sucesso dessa técnica depende, em grande 
parte, do tipo de fotossensibilizador utilizado. Os compostos mais estudados para 
este fim são as porfirinas, uma classe de fotossensilizadores macrocíclicos 
sinteticamente versátil. No presente trabalho foram testadas as propriedades 
fotodinâmicas de 13 meso-tetraarilporfirinas com os substituintes meso-arila 
contendo grupamentos com diferentes características (catiônicas, aniônicas, neutras, 
hidrofílicas ou hidrofóbicas). Estes experimentos foram conduzidos em diferentes 
concentrações e tempos de fotoativação, optando-se por uma linhagem de células 
da epiderme (queratinócitos da linhagem HaCaT) para as avaliações de 
citotoxicidade. Estas células foram escolhidas baseando-se na utilização crescente 
da terapia fotodinâmica em doenças cutâneas crônicas, como a psoríase. Das 13 
porfirinas avaliadas, 5 foram sintetizadas e caracterizadas durante o presente 
estudo. Observou-se que, de todos os compostos testados, os que possuíam carga 
em sua estrutura demonstraram citotoxicidade dependente de fotoativação, sendo 
que esta foi, na maioria das vezes, concentração-dependente. Esse resultado 
permite sugerir que a afinidade celular de um fotossensibilizador é influenciada 
positivamente pelo caráter anfifílico da sua estrutura, sendo a presença de carga a 
propriedade estrutural mais importante neste caso. Adicionalmente, ensaios in silico 
foram realizados obtendo-se o LogP e LogD teóricos para cada derivado porfirínico 
testado. Juntamente com os resultados dos experimentos de citotoxicidade, os 
valores de LogD foram utilizados para a determinação da relação estrutura-atividade 
dos derivados porfirínicos, permitindo o reconhecimento de modelos estruturais para 
a síntese de novos agentes fotossensibilizadores, os quais podem ser destinados a 
estudos mais direcionados dentro da terapia fotodinâmica.  
 
 






Photodynamic therapy is a non-invasive treatment modality that combines visible 
light and a photosensitizer to promote the destruction of an unhealthy tissue. In this 
case, cell destruction is promoted by the singlete oxygen action, which is primarily 
originated from the interaction of tissue molecular oxygen, light and the 
photosensitizer. Photodynamic therapy success greatly depends on the type of 
photosensitizer involved in the treatment. The most studied photosensitizers 
correspond to porphyrinic compounds, which have proven to be highly photoactive 
and synthetically versatile. In the present work, 13 meso-arylporphyrins were 
evaluated in terms of their photodynamic properties to promote cytotoxicity against 
HaCat keratinocytes. Studies involving this specific type of skin cell are of interest 
because of the recent introduction of photodynamic therapy in the treatment of 
chronic skin diseases, such as psoriasis. The studied porphyrins, which presented 
meso-aryl substituents bearing cationic, anionic, neutral, hydrophilic or hydrophobic 
groups, were evaluated using different concentrations and photoactivation time. 
Among the porphyrins here evaluated, 5 were synthesized and characterized in the 
present work. It was observed that all active compounds had charges in their 
structures, also demonstrating a concentration-dependent cytotoxicity in most cases. 
This result suggests that the anfifilic behavior showed by the water-soluble 
photosensitizers favors their interaction with HaCat cells, which is ultimately 
promoted by the charged groups in the porphyrin structures. Additionally to the 
biological experiments, in silico measurements were employed to give LogP and 
LogD theoretical values for all studied porphyrins. This data supported the 
determination of the structures-activity relationship among the meso-arylporphyrins 
tested.  This work allowed the recognizing of improved photosensitizer models to be 
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Fotossensibilizador é uma substância química que, ao absorver luz em 
determinados comprimentos de onda, utiliza essa energia para iniciar reações de 
foto-oxidação em outras moléculas que não absorvem energia. Baseado nesse 
princípio, essas substâncias são utilizadas em uma modalidade de tratamento 
denominada terapia fotodinâmica, a qual tem indicação no tratamento de várias 
patologias, incluindo doenças periodontais, doenças oncológicas, artrite e doenças 
cutâneas (SILVA; SANTOS; RICCI-JUNIOR, 2009; CALZAVARA-PINTON; 
VENTURINI; SALA, 2005; GARCIA et al., 2010). 
O conceito de terapia fotodinâmica é baseado na combinação de três 
componentes: 1) fotossensibilizador, 2) oxigênio molecular tecidual e 3) fonte de luz 
com comprimento de onda adequado. Essa combinação resulta em fotodano e 
subsequente morte da célula. Para atingir o objetivo da técnica, acredita-se que a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) pelo fotossensibilizador utilizado 
seja responsável diretamente pela destruição celular (DOLMANS; FUKUMURA; 
JAIN, 2003). 
Sendo assim, as propriedades do fotossensibilizador são fundamentais para 
determinar o sucesso desta terapia.  Como regra geral, para serem considerados 
ideais, os fotossensibilizadores devem ser desprovidos de toxicidade na ausência de 
fotoativação, seletivos ao tecido alvo e ter uma região de absorção que permita 
penetração da luz até o local desejado, o que contribuirá para a eficácia da terapia 
fotodinâmica (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; JORI; BROWN, 2004; 
ALLISON et al., 2004; CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2005; 
CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008). 
Sabe-se que quanto maior o comprimento de onda que o fotossensibilizador 
é capaz de absorver, maior a penetração da luz no tecido. Nesse sentido, deseja-se 
que os fotossensibilizadores absorvam entre 600 e 900 nm, intervalo conhecido 
como “janela fototerapêutica”. Apesar disso, observa-se que muitos dos 
representantes dessa classe absorvem em comprimentos de onda menores, o que 
vem incentivando a busca contínua pelo desenvolvimento de novos compostos 
(MACHADO, 2000; HASAN et al., 2009). 
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A maioria dos fotossensibilizadores utilizados atualmente corresponde às 
porfirinas. Estas moléculas possuem um sistema de anéis muito estável e 
sinteticamente versátil, possibilitando a associação de outros substituintes em um ou 
mais dos quatro átomos de carbono participantes das ligações metínicas dos anéis 
pirrólicos, o que é capaz de alterar as propriedades fotodinâmicas e melhorar a 
eficácia do fotossensibilizador (BERG et al., 2005; BIESAGA; PYRZYN´SKA; 
TROJANOWICZ, 2000). 
Muitas doenças cutâneas já são tratadas com alguns fotossensibilizadores 
aprovados para uso e disponíveis comercialmente. No entanto, ainda se observam 
desvantagens para a prática clínica usual, como a baixa especificidade desses 
compostos e a baixa faixa de absorção, além da fotossensibilidade prolongada como 
principal efeito indesejável na maioria dos casos (BABILAS et al., 2010; BERG et al., 
2005). 
Dentre as doenças cutâneas crônicas que ainda não tem um tratamento 
plenamente eficaz está a psoríase. As terapias atualmente disponíveis para a 
psoríase incluem diversos agentes tópicos, retinóides, imunossupressores, anti-
inflamatórios tópicos e sistêmicos e fototerapia, e, apesar dessa variedade, pouco se 
evoluiu no sentido de desenvolver um tratamento acessível e seguro ao paciente. A 
fototerapia utilizando radiação ultravioleta (UV) parecia ser uma modalidade 
promissora, no entanto é uma técnica dispendiosa, tem efeitos secundários 
potencialmente graves e requer monitorização cuidadosa e contínua dos pacientes 
(ROZENBLIT, M.; LEBWOHL, M., 2009; STROWD, L. C. et. al., 2009; BEYER, V.; 
WOLVERTON, S. E., 2010). 
Considerando a importância de se descobrir novas alternativas terapêuticas 
direcionadas à psoríase e doenças relacionadas, a terapia fotodinâmica e sua 
ascensão constante vêm contribuir com o desenvolvimento desta área de pesquisa. 
Diferente do tratamento que utiliza radiação UV, a terapia fotodinâmica visa 
empregar a luz para a ativação de um composto com maior seletividade ao local de 
ação, o que tende a diminuir os riscos ao paciente, aumentar a adesão ao 
tratamento e alcançar melhor controle da doença. Nesse sentido, é fundamental 
reconhecer fotossensibilizadores ativos e entender a influência de suas estruturas 
químicas nas respectivas propriedades fotodinâmicas. 
Sendo assim, o presente trabalho se propõe a avaliar a atividade biológica in 
vitro de diferentes derivados meso-arilporfirínicos em células de epiderme 
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(queratinócitos da linhagem HaCaT), o que possibilita o reconhecimento de modelos 
estruturais para a síntese de novos agentes para terapia fotodinâmica aplicada a 






2.1 OBJETIVO PRINCIPAL 
 
 
Avaliar a citotoxicidade in vitro desencadeada por diferentes meso-
tetraarilporfirinas em queratinócitos humanos imortalizados (HaCaT) a fim de 
reconhecer as estruturas mais ativas. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
Sintetizar meso-tetraarilporfirinas estruturalmente relacionadas. 
Testar os compostos sintetizados, assim como outros derivados porfirínicos 
obtidos pelo grupo de pesquisa, in vitro em diferentes concentrações e tempos de 
fotoativação pela técnica da terapia fotodinâmica em uma linhagem de células da 
epiderme (queratinócitos da linhagem HaCaT). 
Verificar a relação entre estrutura, concentração e tempo de irradiação da luz 










Define-se fotossensibilizador como um composto químico que, após 
absorver luz, provoca alterações químicas ou físicas em outra substância química. 
Os primeiros compostos que demonstraram efeito fotodinâmico, em 1900, foram a 
eosina e o alaranjado de acridina, que foram testados por Oscar Raab em placas de 
Petri com paramécios. Esses protozoários morreram sem explicação aparente nos 
experimentos realizados durante o dia, mas não morreram durante os experimentos 
noturnos. Tal achado permitiu comprovar a relação entre a ativação desses corantes 
pela luz e o efeito citotóxico (BERG et al., 2005; PERUSSI, 2007; ALISSON et al., 
2004). 
Desde então, diversos fotossensibilizadores têm sido estudados para 
tratamento de infecções, psoríase, degeneração macular da retina, lúpus, 
pitiríase versicolor, acne, artrite, aterosclerose e câncer de pele, além de diversas 
outras doenças oncológicas e não-oncológicas (BABILAS et al., 2010; FILIP et al., 
2010; GARCIA et al., 2010). 
Dentre os fotossensibilizadores estudados destacam-se as porfirinas, uma 
classe de compostos macrocíclicos que ocorrem naturalmente e desempenham um 
papel essencial no metabolismo de organismos vivos (BIESAGA; PYRZYN´SKA; 
TROJANOWICZ, 2000). 
Conhecidas como fotossensibilizadores de primeira geração, as porfirinas 
foram os primeiros agentes estudados, entre 1970 e 1980, e se caracterizam pela 
estrutura cíclica, sendo formadas por quatro anéis pirrólicos muito estáveis, com 
caráter aromático, ligados por quatro pontes metínicas (FIGURA 1). Esta estrutura 
tetrapirrólica é comum em muitos pigmentos naturais utilizados em diversos 
processos biológicos, sendo possível encontrar um íon metálico associado. O grupo 
heme, que contém ferro, e a clorofila, que contém magnésio (FIGURA 2), são alguns 






FIGURA 1: ESTRUTURA DA PORFINA (NÚCLEO BÁSICO DAS PORFIRINAS). 




FIGURA 2: PORFIRINAS ENCONTRADAS NA NATUREZA. 
FONTE: PHMIRACLE (2012) 
 
 
Uma das características mais interessantes das porfirinas é sua 
versatilidade, sendo possível associar outros substituintes em um ou mais dos 
quatro átomos de carbono participantes das ligações metínicas dos anéis pirrólicos, 
a fim de melhorar a eficácia do fotossensibilizador. Além disso, os hidrogênios β-
pirrólicos presentes no macrociclo também podem ser substituídos por diversos 




Para classificar um fotossensibilizador como ideal, é necessário avaliar 
alguns fatores, como o nível de toxicidade intrínseca, que deve ser baixo ou ausente; 
a região de absorção, que permita a penetração da droga no tecido, e a seletividade 
no tecido alvo, para que haja fotoatividade nos alvos intracelulares (CASTANO; 
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; JORI; BROWN, 2004; ALLISON, 2004). 
O primeiro fotossensibilizador a ser aprovado para o tratamento de vários 
tipos de câncer é uma preparação semi-purificada de porfirinas para uso injetável, 
comercialmente conhecida como Photofrin®. Sua primeira licença para uso clínico 
em terapia fotodinâmica foi no Canadá, em 1993, para o tratamento de varizes 
esofágicas e câncer de bexiga, e desde então tem sido extensivamente descrito e 
estudado. Atualmente, o Photofrin® já tem aprovação para uso clínico em países 
como Japão, Alemanha e Reino Unido, e tem indicação para diversas outras 
doenças além das já citadas, como o câncer de pulmão não-pequenas células 
(denominação usual do tipo mais comum de câncer de pulmão) e neoplasias de 
cabeça e pescoço. Apesar disso, esse medicamento apresenta algumas 
desvantagens, como a baixa seletividade, a necessidade de grandes quantidades de 
droga para se obter uma boa eficiência e a elevada fotossensibilidade cutânea, que 
pode durar até seis semanas, limitando suas aplicações terapêuticas (HAJRI et al., 
2002; JORI; BROWN, 2004; ALLISON et al., 2004, CASTANO; DEMIDOVA; 
HAMBLIN, 2004; BABILAS et al., 2010). 
Após o Photofrin®, outros fotossensibilizadores foram aprovados para uso 
em terapia fotodinâmica, os quais usualmente se baseiam na estrutura porfirinica. O 
Levulan® (ácido aminolevulínico), indicado para aplicação em queratose actínica, é 
um pró-fármaco precursor de porfirina. O Visudyne®, um derivado monoacídico de 
uma benzoporfirina (BPD-MA), é outro fotossensibilizador já aprovado, sendo 
indicado para degeneração macular da retina (SUN; LEUNG, 2002). 
A despeito do desenvolvimento e aprovação de outros compostos desde a 
década de 80, observa-se que ainda há um grande interesse na busca pelo 
fotossensibilizador ideal, que cause menos efeitos colaterais e possa ampliar a 
aplicação da terapia fotodinâmica contra outras doenças. Dentre os avanços 
constatados, ressalta-se a capacidade de as modificações da cadeia lateral da 
estrutura porfirínica alterarem o espectro óptico, a fotoestabilidade e as propriedades 
fotodinâmicas desses fotossensibilizadores. Tais compostos melhorados, que 
incluem derivados hidrofílicos ou lipofílicos, catiônicos, neutros ou aniônicos, 
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pretendem facilitar a administração, diminuir o tempo de exposição à luz e aumentar 
a absorção e a retenção pelas células alvo (FILIP et al., 2010; DAVIA et al, 2008; 
HUDSON; SAVOIE; BOYLE, 2005; SUN; LEUNG, 2002). 
 
3.2 SÍNTESE DE PORFIRINAS 
 
 
Na década de 1930, Rothemund e colaboradores já relatavam que a síntese 
de porfirinas seria possível com a interação entre o pirrol, um composto orgânico 
aromático, e um aldeído (alifático, aromático ou heterocíclico). A condensação 
desses compostos originaria a porfina, núcleo básico de todas as porfirinas, com as 
posições meso da estrutura ligadas a grupos correspondentes ao aldeído utilizado.  
A primeira porfirina sintetizada por estes pesquisadores utilizou pirrol e benzaldeído 
em piridina, sob condições anaeróbicas, gerando a tetrafenilporfirina (TPP), que até 
hoje é considerada reação modelo para a síntese de outros derivados porfirínicos 
(ESQUEMA 1). Esta primeira síntese de TPP, no entanto, ocorreu em condições 
pouco atraentes: exigia alta temperatura (220ºC) e longo tempo (48 horas) de 
reação, além de proporcionar baixo rendimento (5%) (ROTHEMUND, 1936; 1939). 
Para tentar contornar algumas dessas limitações, Adler e Longo modificaram 
a reação de Rothemund: reagiram pirrol e benzaldeído em refluxo por 30 minutos, a 
141ºC, em ácido propiônico e em condições aeróbicas. Sob muitos aspectos, tal 
modificação foi promissora, já que permitiu alcançar maior rendimento (20%) e obter 
a porfirina diretamente após filtração do produto da reação, sem necessidade de 
separação por cromatografia. Adler e Longo, nesses experimentos, demonstraram a 
importância do ácido e solvente utilizados e evidenciaram a influência da 
disponibilidade do oxigênio atmosférico, além de viabilizarem a reação em uma 
temperatura discretamente menor que a proposta por Rothemund e colaboradores. 
Apesar disso, o método sintético proposto por Adler e Longo ainda não 
proporcionava boas condições para sua fácil reprodutibilidade, e apresentava 







































































































































































ESQUEMA 1: FORMAÇÃO DA TPP A PARTIR DA CONDENSAÇÃO DE PIRROL E BENZALDEÍDO. 
 
Na busca por melhores condições sintéticas, Lindsey e colaboradores 
verificaram que era possível obter melhor rendimento com maiores concentrações 
dos reagentes (aldeído e pirrol), acrescida de catalisador ácido apropriado. Estes 
autores também compararam o rendimento obtido pela síntese de porfirinas partindo 
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de um passo e de dois passos para a reação. Desses experimentos, concluíram que 
o melhor método sintético envolveu duas etapas: uma para condensação de aldeído 
e pirrol catalisada por ácido para obtenção do porfirinogênio, intermediário da 
reação, seguida pela oxidação do porfirinogênio à porfirina meso-substituída 
(LINDSEY et al., 1994). 
Esse foi um grande avanço para a síntese de porfirinas, já que, embora a 
presença do porfirinogênio como intermediário da reação fosse conhecida há muito 
tempo, havia necessidade de melhorar as estratégias de síntese e garantir a 
estabilidade da estrutura da porfirina e a irreversibilidade na sua formação a partir do 
porfirinogênio. Em busca dessa melhor estratégia, as condições de Lindsey 
empregam pirrol e aldeído em diclorometano, a temperatura ambiente e em 
atmosfera de nitrogênio, sob catálise ácida (BF3, TFA ou BCl3), para formar o meso-
tetraarilporfirinogênio. Em seguida, oxida-se o porfirinogênio formado com 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) à porfirina. Este tipo de reação 
proporciona bom rendimento (40%) quando comparado aos baixos rendimentos 
normalmente alcançados na síntese de porfirinas (LINDSEY et al., 1994). 
Desde que Lindsey e colaboradores começaram a discutir sobre o papel de 
cada componente utilizado para a síntese de porfirinas, diversos outros autores 
prosseguiram com essas avaliações. Vários estudos investigaram os efeitos de 
concentração e combinação dos reagentes, solventes e oxidantes, da implicação do 
uso de resina de troca iônica - a qual, a princípio, resultou em rendimentos mais 
baixos que os apresentados até então - e do uso dos catalisadores ácidos (NAIK et 
al., 2003). 
Considerando o papel crítico da natureza do catalisador ácido na reação, 
Geier et, al., em 2000, investigaram alguns compostos e sugeriram que era possível 
obter maior rendimento de TPP utilizando BF3-eterato/NaCl. Sharghi e 
colaboradores, no entanto, consideraram o catalisador CF3SO2Cl mais eficaz, numa 
reação utilizando diclorometano como solvente, por 4 horas e temperatura de 39º C, 
com rendimento da porfirina podendo atingir de 25 a 67%. O iodo também foi 
avaliado como catalisador por outros pesquisadores, que apresentaram como 
vantagem o baixo custo e a disponibilidade deste composto, com rendimento 
razoável (35 a 47%) (LIU et al., 2009; LUCAS et al., 2008, GEIER III et al., 2000; 
SHARGHI; NEJAD, 2004). 
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  Mesmo após mais de 70 anos desde a primeira síntese de meso-
tetraarilporfirinas, suas propriedades e melhores condições para sua obtenção vêm 
sendo extensamente investigadas. Fatores como a baixa solubilidade das porfirinas 
em geral, sua difícil purificação, a susceptibilidade à redução e oxidação e a 
fotossensibilidade devem ser considerados em todo método sintético proposto 
(LINDSEY et al., 1987).  
Um dos fatores até então pouco estudado havia sido o agente oxidante que 
melhor se adequasse à síntese. Mudando esse panorama, Liu et al., em 2009, 
prepararam meso-tetraarilporfirinas utilizando pirrol, aldeído e iodo (catalisador), a 
temperatura ambiente, e adotaram o ácido orto-iodoxibenzóico por 4 horas a 39oC 
para oxidar o porfirinogênio à porfirina. Ainda com este novo estudo, os agentes 
oxidantes testados apresentavam custo elevado, dificuldades na purificação do 
produto ou baixos rendimentos. Em menos de um ano depois, Nascimento e 
colaboradores publicaram um estudo que utilizava, na etapa oxidativa, o MnO2 
ativado ou não por micro-ondas (ROTHEMUND, 1936; ADLER et al.,1967; LINDSEY 
et al, 1987; LIU et al, 2009, LÓ et al, 2011).  
Visando ampliar o desenvolvimento desta área, em 2011 Ló et. al. testaram 
a atividade oxidante do SeO2. A metodologia que utiliza SeO2 como oxidante foi 
baseada na síntese de Lindsey et al., que emprega  duas etapas: ciclocondensação 
promovida por ácido e oxidação com 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona 
(DDQ). Neste estudo, o SeO2 mostrou eficiência superior aos agentes oxidantes 
tradicionais, fornecendo bons rendimentos para meso-tetraarilporfirinas, além de ser 
7yu6klde fácil remoção do meio reacional (LÓ et al, 2011). 
 
 
3.3 TERAPIA FOTODINÂMICA 
 
 
A terapia fotodinâmica é uma técnica em ascensão já aprovada para o 
tratamento de diversas doenças. Esse processo é baseado na combinação de três 
componentes: 1) fotossensibilizador, 2) oxigênio molecular tecidual e 3) fonte de luz 
com comprimento de onda adequado. Na presença de oxigênio molecular, o 
fotossensibilizador ativado é capaz de iniciar uma sequência de eventos 
fotoquímicos e fotobiológicos que levam à destruição do tecido-alvo (AKILOV et al, 
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2008; DOUGHERTY et al, 1998; PARISE; BUZAID, 2006; DOLMANS; FUKUMURA; 
JAIN, 2003). 
O processo fotodinâmico ocorre em duas etapas: a administração tópica ou 
sistêmica de um composto fotossensibilizador seguida de aplicação de luz visível. A 
continuidade do processo se dá com as seguintes fases: excitação da molécula do 
fotossensibilizador, geração de espécies reativas de oxigênio e morte celular.  
Primeiramente, a luz em um comprimento de onda apropriado – normalmente visível 
(400 – 700 nm) ou infravermelho próximo (700 a 900 nm) – é irradiada sobre o local 
tratado e excita as moléculas do fotossensibilizador. As moléculas absorvem esta 
energia e geram espécies reativas de oxigênio (ERO), que são citotóxicas e 
consideradas as principais responsáveis pelo desencadeamento dos mecanismos de 
morte celular (apoptose ou necrose) (CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008; 
CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2005; RIBEIRO et al., 2007). 
Durante a fotossensibilização, o oxigênio se alterna entre diferentes estados 
eletrônicos: estados singlete S0, S1 e S2 e estados triplete T1 e T2, que surgem 
como consequência da mecânica quântica do spin eletrônico. O triplete é o estado 
fundamental e estável da molécula, encontrado preferencialmente em qualquer 
célula, e é pouco reativo, enquanto que o oxigênio singlete reage facilmente com 
outras substâncias (SILVA; SANTOS; RICCI-JUNIOR, 2009; SIBATA et al., 2000; 
CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008). 
O efeito da terapia fotodinâmica pode ser diferenciado em dois tipos 
(FIGURA 3), dependendo da espécie de oxigênio formado. Quando há geração de 
radicais livres extremamente reativos, considera-se o mecanismo do tipo I, enquanto 
o mecanismo do tipo II se dá quando há geração de oxigênio singlete (RIBEIRO et 
al., 2007). 
Em qualquer um dos casos, o processo fotodinâmico inicia-se quando o 
fotossensibilizador, no estado singlete excitado (S1), absorve um fóton de luz (hv) e 
sofre uma transição para o estado triplete excitado (T1) (FIGURA 3). No mecanismo 
tipo I, o fotossensibilizador no estado triplete excitado interage com moléculas de 
oxigênio, dando início a reações fotoquímicas que originarão uma mistura complexa 
de espécies reativas de oxigênio. Já no mecanismo tipo II, o mesmo 
fotossensibilizador no estado triplete excitado transfere a sua energia ao oxigênio no 
estado fundamental triplete, levando à produção de oxigênio singlete (1O2), que 
provocará a destruição do tecido irradiado. Em razão das reações de transferência 
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de energia serem mais rápidas do que as reações de transferência de elétrons, o 
mecanismo tipo II é geralmente favorecido nas reações de foto-oxidação 
(NEVŘELOVÁ et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007; DEROSA; CRUTCHLEY, 2002; 





FIGURA 3: MECANISMOS DE AÇÃO DA TERAPIA FOTODINÂMICA. 
FONTE: Modificado pelo autor (2012) de SIBATA (2000). 
 
 
Como o tempo de vida do oxigênio singlete é muito curto (~ 2 µs) e a 
distância que alcança na célula não ultrapassa 0,01 – 0,02 mm, esta espécie reage 
no seu sítio de formação. Isto significa que o dano gerado é limitado ao local de 
concentração da molécula do fotossensibilizador, sendo essa uma das principais 
vantagens da terapia fotodinâmica. As principais biomoléculas a sofrerem ação do 
oxigênio singlete gerado são os lipídeos insaturados (incluindo colesterol), 
aminoácidos (como o triptofano, histidina e metionina) e ácidos nucléicos, explicando 
porque os principais alvos na célula são: mitocôndria, membrana plasmática, 
complexo de Golgi, lisossomos, endossomos e retículo endoplasmático. Tais alvos 
indicam que uma das principais ações das reações foto-oxidativas são as alterações 
na permeabilidade celular, provocando a morte do tecido por necrose ou apoptose 
(CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008; HASAN et al., 2003, FILIP et al., 2010, 
PENG et al., 2010). 
Dentre as diversas patologias que adotam a terapia fotodinâmica como 
opção de tratamento, tem se observado um grande interesse na aplicação desta 
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técnica na dermatologia, com indicação para câncer de pele não-melanoma e outras 
doenças inflamatórias e proliferativas (AKILOV et al., 2008). 
 
3.4 ABSORÇÃO DO FOTOSSENSIBILIZADOR NA PELE 
 
 
Um dos parâmetros que deve ser considerado para atingir a eficácia da 
terapia fotodinâmica é o comprimento de onda de absorção do fotossensibilizador. 
Na pele, normalmente a intensidade da luz diminui com a profundidade de absorção 
pelas camadas cutâneas. A penetração da luz em 630 nm se dá em cerca de 2 e 3 
mm e aumenta para 5 a 6 mm com comprimento de onda mais longo (700 – 800 
nm). Salvo em situações especiais, onde as lesões tratadas são muito superficiais, a 
luz é capaz de ativar, normalmente, no intervalo entre 600 e 900 nm (FIGURA 4). 
Luz com comprimentos de onda mais curtos têm uma menor penetração em tecidos 
e são mais suscetíveis de induzir fotossensibilidade cutânea. Já comprimentos de 
onda acima do limite de 900 nm podem penetrar profundamente na pele de 
mamíferos, além de gerar uma energia que não é suficiente para produzir oxigênio 
singlete, o qual é provavelmente crucial para o sucesso da terapia fotodinâmica 
(TAYLOR; GONZALEZ, 2009; BABILAS et al., 2010; HASAN et al., 2003; 
CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2005; CASTANO; DEMIDOVA; 
HAMBLIN, 2004; MELLISH et al., 2002). 
 
 
FIGURA 4: PENETRAÇÃO DA LUZ PELAS CAMADAS DA PELE NORMAL JOVEM.  




No caso do Photofrin®, o primeiro fotossensibilizador aprovado para uso 
clínico, o maior comprimento de onda de absorção está em 630 nm, onde a 
penetração da luz na pele é apenas alguns milímetros, o que justifica a 
fotossensibilidade cutânea prolongada. Considerando o comprimento de onda de 
absorção das porfirinas, já está bem estabelecido que fotossensibilizadores 
relacionados possuem uma intensa banda de absorção na faixa do espectro azul, 
em 360 a 400 nm, faixa conhecida como Banda de Soret, e apresenta mais quatro 
picos menores em bandas satélites, entre 500 e 635 nm, denominadas bandas Q 




FIGURA 5: BANDAS DE ABSORÇÃO DE PORFIRINAS. 
FONTE: JOSEFSEN E BOYLE (2008) 
 
 
A banda Soret indica a presença dos dezoito elétrons π deslocalizados, 
responsáveis pelo caráter aromático destes compostos, e é a propriedade que 
permite a detecção destes fotossensibilizadores em laboratórios. A presença das 
bandas Q, por sua vez, é responsável pela penetração da luz na pele.  A origem 
destas bandas de comprimentos de onda maiores se dá devido a distorções do anel, 
enquanto que o número e a intensidade dos picos presentes destas bandas pode 
estar relacionado às variações dos substituintes periféricos no anel porfirínico. A 
protonação de dois dos átomos internos de nitrogênio ou a inserção de um metal no 
interior da porfirina também pode ser responsável pela mudança no espectro de 
absorção (BOEHNCKE, 2001). 
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Estas variações no espectro de absorção podem ser muito úteis na 
determinação das características da porfirina. Por estes motivos, mesmo que a 
estrutura básica da porfirina resulte na absorção em comprimentos de onda 
relativamente baixos para garantir sua eficácia, os novos fotossensibilizadores, com 
as alterações na estrutura, já possibilitam maior absorção da luz e, portanto, maior 
fotoatividade. Na área da dermatologia, o desenvolvimento de fotossensibilizadores 
tópicos com essas modificações estruturais tende a melhorar a resposta inflamatória 
e a eficácia da terapia fotodinâmica (CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008; 
BONNET, 1978, LÓ et al., 2011). 
 
 
3.5 QUERATINÓCITOS E PSORÍASE 
 
 
O principal papel da pele é atuar como um revestimento protetor, e para isso 
há uma variedade de tipos celulares e mediadores que, juntos, conferem proteção 
ao corpo humano contra agentes externos. Dos tipos celulares presentes na pele, os 
queratinócitos são os principais responsáveis por essa função de barreira. Os 
queratinócitos são encontrados na epiderme, a camada superficial da pele, e 
recebem este nome devido à proteína que produzem (queratina). Além da 
importância de fornecer suporte estrutural, os queratinócitos podem iniciar reações 
inflamatórias decorrentes de uma perturbação no tecido cutâneo (NICKOLOFF, 
2006, RODRIGUES; TEIXEIRA, 2009). 
A inflamação, por sua vez, é a resposta do tecido a ferimentos ou infecções, 
que ocorre para eliminar os micro-organismos ou irritantes e potencializar a 
reparação tecidual.  Ela pode ser dividida em duas categorias principais: aguda e 
crônica, com base no tempo e nas características fisiopatológicas. A inflamação 
aguda, que geralmente tem curta duração (horas ou dias), é caracterizada por um 
aumento do fluxo sanguíneo e permeabilidade vascular com o extravasamento de 
líquido, leucócitos polimorfonucleares e mediadores inflamatórios no local da lesão. 
Já o processo inflamatório crônico se caracteriza por uma duração prolongada 
(semanas, meses ou anos), com infiltração de células mononucleares e fibrose 
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devido à ocorrência simultânea de destruição tecidual e tentativa de reparação 
tecidual (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; SERHAN, et al., 2007).  
Apesar de ser benéfica em grande parte das vezes, a resposta inflamatória 
pode estar desregulada e predispor o tecido a um processo inflamatório crônico que 
caracteriza algumas patologias. Doenças complexas como a psoríase, onde há falha 
tanto na função de barreira quanto na resposta inflamatória, têm como principal 
desencadeador da inflamação crônica o aumento da proliferação dos queratinócitos, 
além do fator imunológico envolvido (ROBERT; KUPPER, 1999; NICHOLOFF, 2006; 
TANDON; YANG; BARON, 2008). 
A psoríase é uma doença cutânea comum, e sua prevalência na população 
mundial varia de 1 a 3%. Sua causa não está bem estabelecida, sendo aceito que 
esta doença possui aspectos multipatogênicos com envolvimento de fatores 
ambientais, genéticos e imunológicos (RODRIGUES; TEIXEIRA, 2009). 
A principal característica da psoríase é a hiperproliferação dos 
queratinócitos. Na pele normal, essas células são programadas para renovar a pele 
de forma contínua, controlada. Esse ciclo de renovação dura em torno de um mês – 
equivalente ao período do nascimento à morte das células. Quando a pele é 
lesionada, aumenta-se a taxa de produção celular com o objetivo de regenerar o 
tecido, ocorrendo também aumento da irrigação sangüínea e inflamação local 
(RODRIGUES; TEIXEIRA, 2009). 
Na psoríase, esta regeneração da pele está alterada. Os queratinócitos 
aceleram sua produção mesmo na ausência de dano na pele. Assim, essas células 
são produzidas e se acumulam na superfície sem que haja tempo para a 
descamação das células mortas. Esse processo leva ao surgimento das lesões 
típicas da doença, aparecendo na forma de placas esbranquiçadas (FIGURA 6) 





FIGURA 6: HIPERPROLIFERAÇÃO DE QUERATINÓCITOS OBSERVADA NA PELE COM 
PSORÍASE VULGAR (TIPO MAIS COMUM DA DOENÇA) EM COMPARAÇÃO A PELE SAUDÁVEL.  
FONTE: Adaptado de REUTERS/FDA (2012). 
 
Apesar de reconhecer a hiperproliferação de queratinócitos como a principal 
causa de psoríase, sabe-se que há uma interligação patológica entre os 
queratinócitos e o sistema imune inato. Nesse sentido, a psoríase é considerada um 
processo inflamatório onde a proliferação dos queratinócitos ocorre como resultado 
da estimulação por citocinas secretadas por linfócitos T ativados. A contínua 
ativação das células T pode ser uma resposta a proteínas dos próprios 
queratinócitos, que perturbam as interações queratinócitos-linfócitos T e persistem o 
processo inflamatório ao recrutar mais células T (GALADARI; SHARIF; GALADARI; 
2005; BOS et al., 2006).  
Das apresentações clínicas de psoríase conhecidas, o tipo mais comum é a 
psoríase em placa ou psoríase vulgar, que supera 80% dos casos. A lesão na pele 
de um paciente com psoríase vulgar é bem delimitada e possui escamas 
esbranquiçadas na superfície, sob as quais podem existir eritemas e lesões 
pustulares extensas (BOS; RIE, 1999).  
Como não existe cura para a psoríase, o tratamento visa diminuir as lesões 
e prolongar o tempo entre as recidivas, melhorando a qualidade de vida do paciente. 
Atualmente, as diferentes opções de tratamento podem variar quanto à modalidade, 
mecanismo de ação, toxicidade e eficácia. O tratamento ideal deveria ser capaz de 
causar supressão da ativação das células T, bloqueio da estimulação dos receptores 
de células T ou da co-estimulação, alteração do balanço de citocinas e modulação 




Além da psoríase, em outras doenças inflamatórias cutâneas - ainda que os 
mecanismos envolvidos na patogênese possam ser distintos - costuma-se observar 
a presença de imunomoduladores, geralmente induzidos pela ação dos 
queratinócitos ou qualquer perturbação na epiderme. Todas essas doenças têm 
como característica comum a presença de alterações cutâneas que conferem um 
aspecto esteticamente desagradável à pele e que necessitam de tratamento 
prolongado, além de envolver componentes emocionais, que podem levar a 
recidivas ou exacerbação das lesões (BOEHNCKE; STERRY, 2009). 
Há vinte anos a psoríase era tratada com corticosteróides e agentes tópicos 
como ácido lático e ácido salicílico. Os resultados insatisfatórios incentivaram os 
avanços científicos a aumentar a adoção de terapias sistêmicas, que foram 
desenvolvidas para atender questões como mau controle da doença. No entanto, o 
tratamento sistêmico usualmente interfere negativamente na qualidade de vida do 
paciente, além de envolver altos custos para a continuidade da terapia, sem alcançar 
resultados totalmente satisfatórios. Além disso, há muita relutância da equipe médica 
em prescrever terapia sistêmica, devido o risco de baixa adesão ao tratamento, 
intolerância e efeitos adversos, ficando essa escolha apenas para os quadros mais 
graves da doença (ROZENBLIT, M.; LEBWOHL, M., 2009; STROWD, L. C. et. al., 
2009; BEYER, V.; WOLVERTON, S. E., 2010). 
Sendo assim, vários estudos têm se dedicado a desenvolver veículos 
tópicos e agentes que sejam seletivos, de fácil administração e sejam capazes de 
modificar a diferenciação dos queratinócitos, regular o sistema imune e modular as 
funções em nível celular. Dos agentes já em uso na prática clínica, os 
corticosteróides tópicos ainda são os anti-inflamatórios mais empregados, devido 
aos seus efeitos sobre a resposta imune e sua ação anti-inflamatória. No entanto, o 
uso contínuo dos corticosteróides também é frequentemente acompanhado de 
efeitos adversos graves e muitas vezes irreversíveis (SCHOEPE et al., 2006; 
SCHÄCKE; DÖCKE; ASADULLAH, 2002; NICKOLOFF, 2006). 
Outra modalidade de tratamento usualmente adotada para os quadros mais 
graves de psoríase é a fototerapia com radiação ultravioleta. Apesar da sua eficácia, 
essa técnica tem potencial cancerígeno importante. A terapia fotodinâmica, com a 
combinação de porfirina e irradiação de luz visível (maior comprimento de onda em 
relação à UVA) parece representar uma alternativa com menor risco cancerígeno, 
além de ter melhor penetração na pele (BOEHNCKE; STERRY, 2009). 
33 
 
Embora a terapia fotodinâmica seja conhecida pela destruição celular, 
também está associada à ativação de diferentes fenômenos imunológicos, como a 
iniciação da fase aguda da resposta inflamatória, cascata do complemento e 
produção de citocinas. Essa imunoestimulação pode parecer desfavorável num 
processo inflamatório, no entanto doses mais baixas de luz e fotossensibilizador já 
vêm sendo utilizados no tratamento de condições inflamatórias da pele (GARG et al., 
2010; BABILAS et al., 2010). 
O primeiro trabalho que descreve o tratamento bem sucedido por terapia 
fotodinâmica tópica em psoríase, segundo Boehncke, foi publicado em 1989. Neste 
estudo, pacientes com psoríase vulgar foram tratados com HPD (derivado de 
hemoporfirina) e, uma hora mais tarde, as placas foram irradiadas com luz com 
comprimento de onda entre 375 a 700 nm, e foi possível observar melhora 
significativa logo após 24 horas da primeira aplicação. Esse resultado pode ser 
atribuído tanto aos efeitos na proliferação dos queratinócitos quanto à capacidade 
imunossupressora da terapia fotodinâmica (BOEHNCKE, 2001).  
Apesar disso, essa abordagem ainda não atingiu os efeitos terapêuticos 
ideais devido a limitações dos fotossensibilizadores atuais, o que incentiva a busca 
por novos agentes. Para determinar a eficácia desses novos agentes para o uso 
clínico, é necessário primeiramente conhecer seu comportamento in vitro em células 
saudáveis. Sendo uma das linhagens com participação importante na resposta 
imune e no processo de cicatrização da pele, os queratinócitos comumente são as 
células de escolha para avaliar a proliferação e a viabilidade celular após 






4  MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 SÍNTESE DE MESO-TETRAARILPORFIRINAS 
 
 
Foram avaliados treze derivados porfirínicos. Destes, oito (citados neste 
trabalho como compostos 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 12) foram gentilmente cedidos por 
outros pesquisadores do nosso grupo de pesquisa, e cinco (compostos 5, 6, 10, 11 e 
13) foram sintetizados no decorrer deste estudo (FIGURA 7). 
 
 
4.1.1 Meso-arilporfirinas sintetizadas no decorrer do estudo 
 
 
4.1.1.1 Síntese da 5,10,15,20-Tetraquis(p-clorofenil)porfirina (5) 
 
 
A 5,10,15,20-tetraquis(p-clorofenil)porfirina foi preparada em um balão de 
fundo redondo contendo 20 mL de CH2Cl2, 0,2910 g de p-clorobenzaldeído (2 mmol)  
e 18 µL de BF3O(Et)2 (0,14 mmol). A esta mistura foi gotejado lentamente 140 µL de 
pirrol (2 mmol). O meio reacional foi mantido sob agitação por 30 minutos, a 
temperatura ambiente. Ao término deste tempo, foram adicionados 3,3967 g de 
SeO2 (30 mmol). Após 1 hora, a reação foi interrompida e a mistura obtida foi filtrada 
em Celite. O filtrado foi concentrado à pressão reduzida. O resíduo resultante foi 
purificado em coluna de sílica utilizando como fase móvel clorofórmio:hexano (1:2). 
O composto 5 foi obtido com rendimento de 24%. 
RMN 1H (CDCl3) (ppm): 8,84 (s, 8H, β-pirrólicos), 8,13 (d, 8H, J= 8,1 Hz, o-
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4.1.1.2  Síntese da 5,10,15,20-tetra(p-sulfofenil)porfirina, sal tetrasódico (6) 
 
 
Para a síntese da 5,10,15,20-tetra(p-sulfofenil)porfirina utilizou-se a TPP 
(5,10,15,20-tetrafenilporfirina) como material inicial. Primeiramente, 200 mg de TPP 
foram solubilizados em 3 mL de H2SO4 concentrado, sendo a mistura resultante 
mantida a 100ºC por 12 horas. A reação foi interrompida com gelo moído (~20 g) e a 
solução resultante cuidadosamente neutralizada com CaO. Após a neutralização (pH 
entre 7 e 8), a mistura tornou-se uma suspensão de coloração púrpura. Procedeu-se 
então a uma filtração onde foi recolhido o filtrado, que foi em seguida congelado e 
liofilizado. Após a liofilização, o material foi tratado com resina catiônica fortemente 
ácida (na forma Na+) e então cromatografado em coluna de sílica (fase móvel 
acetato de etila:metanol, 5:2). Após a purificação em coluna o produto foi 
solubilizado em quantidade mínima de metanol sendo adicionado então 
diclorometano até turvação da solução. A partir disso o material foi mantido até 
cristalização, protegido da luz, para fornecer cristais de cor púrpura, os quais foram 
caracterizados como o produto tetrasulfonado esperado (68%). 
RMN 1H (DMSO-d6) (ppm): 8,85 (s, 8H, β-pirrólicos), 8,18 (d, 8H, J = 7,95 




4.1.1.3  Síntese da 5,10,15,20-(p-metil)tetrafenilporfirina (10) 
 
 
Em um balão de fundo redondo foram adicionados 40 mL de diclorometano, 
470 µL de tolualdeído (4 mmol) e 68 µL do BF3O(Et)2 (0,54 mmol), sendo então 
gotejado lentamente 280 µL de pirrol (4 mmol). A mistura resultante foi mantida sob 
agitação magnética por 30 minutos, a temperatura ambiente. Após esse tempo, 
foram adicionados 8,33 g do agente oxidante. Após 1 hora da adição do SeO2, a 
reação foi interrompida e o meio reacional filtrado em Celite. O filtrado foi 
concentrado à pressão reduzida. Em seguida, procedeu-se à purificação do produto 
em coluna de sílica utilizando como eluente diclorometano:hexano (1:2). A porfirina 
10 foi obtida com rendimento de 23%. 
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RMN 1H (CDCl3) (ppm): 8,85 (s, 8H, β-pirrólicos), 8,10 (m, 8H, o-Ph), 7,55 




4.1.1.4  Síntese do tetraiodeto de 5,10,15,20-tetraquis(N-metilpiridino-4-il)porfirina 
(11) 
 
Foram adicionados 3,2 g de piridina 4-carbaldeído (3 mmol) a 2 g de ácido 
salicílico dissolvidos em 240 mL de xilol. A solução resultante foi colocada em um 
fluxo de nitrogênio e então foi gotejado lentamente, por cerca de 40 minutos, 2 g de 
pirrol (30 mmol) diluído em 10 mL de xilol. Após isso, a solução resultante 
permaneceu em refluxo por 2,5 horas. Passado esse tempo, a mistura foi deixada 
em temperatura ambiente por tempo suficiente para resfriar, sendo então 
acrescentados 30 mL de metanol. O conteúdo foi deixado por uma noite a fim de 
obter a cristalização do composto 11a, que foi posteriormente filtrado e colocado em 
estufa para secagem completa (7%). Ao composto 11a (100 mg), acrescentou-se 30 
mL de DMF e 4 mL de iodeto de metila, deixando a reação ocorrer em 40ºC por 5 
horas. O composto 11 foi obtido com rendimento de 48%. 
Composto 11ª - RMN 1H (CDCl3) (ppm): 9,07 (s, 8H, o-piridil), 8,88 (m, 8H, β-
pirrólicos), 8,17 (m, 8H, m-piridil), -2,89 (s, 2H, NH). MALDI-TOF: m/z 619 [M+H]+. 
Composto 11 - RMN 1H (DMSOd6) (ppm): 9,49-8,89 (24 H, m-piridil, o-piridil, 




4.1.1.5  Síntese do iodeto de 5,10,15-trifenil-20 (N-metilpiridino-4-il)porfirina (13).  
 
 
Foram gotejados lentamente 0,6 mL de pirrol (180 mmol) em uma mistura 
contendo 0,7 mL de benzaldeído (138 mmol), 0,3 mL de piridina 4-carbaldeído (63 
mmol) e 25 mL de ácido propiônico. A solução resultante foi colocada em um 
condensador, permanecendo em refluxo por noventa minutos. Após o tempo de 
refluxo, a solução foi resfriada, acrescentando-se em seguida 350 mL de 
dietilenoglicol. A mistura foi então mantida refrigerada por cerca de 12 horas. O 
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precipitado formado nesse tempo foi filtrado, dissolvido em metanol e submetido à 
separação por cromatografia em coluna. Foram selecionadas as frações de 
interesse através de monitoramento por cromatografia em camada delgada, as quais 
foram novamente submetidas à cromatografia em coluna, optando-se por uma fase 
móvel composta por diclorometano e acetato de etila, proporção 20:1. Desta, obteve-
se o precursor porfirínico monopiridilado (13a, 3%). 
Para cationização do composto 13a, foi pesado 35 mg desta porfirina, 
adicionado 1,75 mL de DMF e 0,35 mL de iodeto de metila. Essa mistura foi 
reservada por 5 horas. Dessa reação obteve-se 9,4 mg de iodeto de 5,10,15-trifenil-
20 (N-metilpiridino-4-il)porfirina (13, 20%). 
Composto 13a; RMN 1H (CDCl3) (ppm): 8,97-7,76 (24 H, m-piridil, o-piridil, β-
pirrólicos), 4,73, -2,75 (s, 2H, NH). MALDI-TOF: m/z 616 [M+H]+. 
Composto 13; RMN 1H (DMSOd6) (ppm): 9,49-8,89 (24 H, m-piridil, o-piridil, β-
pirrólicos), 4,70 (s, 3 H, metil), -2,89 (s, 2H, NH). MALDI-TOF: m/z 630 [M-I]+. 
 
 
4.1.2  Métodos de purificação e técnicas analíticas 
 
 
 4.1.2.1 Cristalização 
 
 
  Os produtos de síntese foram submetidos a processos de 
cristalização, seguindo-se de lavagem do material cristalizado com o mesmo 
solvente (a frio) utilizado nesses processos (VOGEL, 1971). 
 
 
4.1.2.2 Coluna de sílica sob pressão (dry flash chromatography) 
 
 
Para purificação preparativa dos compostos, foi utilizada cromatografia em 
coluna de sílica sob pressão (dry flash chromatography) em sílica gel de grau CCD 
60 (Merck). A quantidade de sílica e o tamanho da coluna foram selecionados de 
acordo com a relação descrita por Still, Kahn e Mitra (1978). O acompanhamento da 
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purificação foi realizado por cromatografia em camada delgada analítica (CCD) de 
sílica gel em folhas de alumínio 60 F254 (Merck), usando misturas de solventes 
medidas em base de v/v (volume/volume). 
 
 
4.1.2.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
 
 
Os espectros de ressonância magnética nuclear foram obtidos com o 
espectrômetro BRUKER Avance DRX 400, operando na frequência base de 400,13 
MHz para o núcleo de 1H. A aparência dos sinais foi indicada pelas abreviaturas s e 
d (singlete e duplete, respectivamente). As amostras foram solubilizadas em 
solventes deuterados (DMSOd6 ou CDCl3) e colocadas em tubos de 5 mm de 
diâmetro para análise a temperatura de 30ºC.  Os deslocamentos químicos 
expressos em ppm foram determinados com base no sinal central dos solventes 
deuterados: CDCl3  a 7,27 ppm  e DMSOd6 a 2,50 ppm. 
 
 
4.1.2.4 Ionização por dessorção de matriz assistida por laser acoplada a analisador 
de massas de tempo de voo (MALDI-TOF) 
 
 
Os espectros de massas foram obtidos com o espectrômetro MALDI-
TOF/MS modelo Autoflex II (Bruker Daltonics). O programa utilizado foi FlexControl 
2.0 (Bruker Daltonics). Os espectros foram obtidos no modo refletor positivo, com 
uma voltagem de aceleração de 20 kV, intervalo de 150 ns entre o pulso de laser e 
aplicação da voltagem, e faixa de aquisição entre 300 – 2000 Da. A análise e 
tratamento dos espectros foram feitos utilizando-se o programa FlexAnalysis 2.0 
(Bruker Daltonics). As amostras foram previamente adicionadas da matriz HCCA 






4.1.3  Determinações in silico (química computacional) 
 
As estruturas químicas das porfirinas mostradas na Tabela 1 foram 
desenhadas no programa de desenho ChemSketch e, em seguida, transferidas para 
o programa ACD/i-LAB 2.0 e submetidas à análise computacional. Este programa, 
abastecido com algoritmos e biblioteca subsidiada em dados reais, permite estimar 
determinadas informações químicas.  Nestas verificações foram aplicados os 
módulos de determinação teórica de LogP e LogD, além da determinação das 






Estima o logaritmo do coeficiente de partição octanol-H2O, considerando a 




Neste caso, quando LogP é um número positivo, a substância em questão é 
mais solúvel na fase octanólica. Quando o valor é negativo, a substância é mais 





Estima o logaritmo do coeficiente de partição octanol-H2O aparente, de 
acordo com os grupos ionizáveis da substância. Cada determinação é realizada em 






A partir de uma dada substância num determinado estado de ionização, um 
número de valor positivo acusa maior solubilidade na fase octanólica, enquanto um 
valor negativo aponta maior solubilidade na fase aquosa.  
 
 
4.1.3.3 Determinação das superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas 
 
 
A partir da análise computacional realizada sobre as estruturas previamente 
desenhadas no programa ChemSketch, foram definidas as superfícies hidrofóbicas e 
hidrofílicas de cada porfirina. As representações dos modelos apresentam-se 





FIGURA 8: RELAÇÃO DE CORES UTILIZADA PARA RECONHECIMENTO DAS PORÇÕES 
HIDROFÓBICA E HIDROFÍLICA DE CADA PORFIRINA TESTADA. 






4.2  EXPERIMENTOS IN VITRO 
 
 
4.2.1  Fotossensibilizadores 
 
 
Foi preparada uma solução 1 mM de cada um dos 13 derivados porfirínicos 
em dimetilsulfóxido (DMSO). A partir de cada solução mãe, mantidas em geladeira e 
ao abrigo da luz para conservação das propriedades até o momento do ensaio, 
foram realizadas diluições seriadas para atingir as concentrações definidas para os 
derivados porfirínicos (0,1; 0,3; 1; 3 e 10 µM). 
 
  
4.2.2 Cultivo celular 
 
 
Foi utilizada linhagem celular primária de queratinócitos humanos 
imortalizados (HaCaT), que foram cultivados no Laboratório de Farmacologia da 
Inflamação, Dor e Febre, do Departamento de Farmacologia da Universidade 
Federal do Paraná (UFPR).  
Essas células foram estocadas em tambor de nitrogênio líquido e 
crioprotegidas por DMSO (Sigma). O descongelamento foi realizado em banho maria 
a 37ºC por dois minutos. Em seguida, as células foram transferidas para um tubo de 
centrifugação contendo 10 mL de meio Dulbecco MEM (DMEM - CINTILAB) 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB – Cultilab) e 1% de solução 
antibiótica-antimicótica (GIBCO). Essa mistura foi centrifugada a 1300 rpm por 10 
minutos, o sobrenadante foi aspirado e o precipitado de células foi dissolvido com 1 
mL de DMEM suplementado com SFB. A suspensão de células resultante foi 
transferida para um frasco de cultivo celular de 75 cm² contendo 10 mL de DMEM 
suplementado com SFB, e mantidas em estufa a temperatura de 37ºC em atmosfera 
úmida contendo 5% de CO2. O crescimento celular foi monitorado em microscópio 




Ao atingir confluência de 80 a 100%, esse meio foi aspirado e as células 
foram lavadas com solução 0,05% de EDTA. Após serem lavadas, as células foram 
incubadas por 10 minutos a 37ºC com a solução de EDTA a 0,05%. Os 
queratinócitos foram então destacados auxílio da solução de tripsina/EDTA 1:250 
(CULTILAB) durante aproximadamente 5 minutos. Em seguida, a tripsina foi 
inativada com DMEM acrescido de SFB e as células em suspensão foram 
centrifugadas a 1300 rpm durante 5 minutos. Após retirar o sobrenadante, as células 
foram ressuspendidas em 1 mL de DMEM.  
Antes do plaqueamento, foi colhida uma alíquota de 10 µL para avaliação da 
viabilidade celular e contagem de células. As células foram contadas em câmara de 
Neubauer e a viabilidade celular determinada pelo método de exclusão do corante 
azul de tripan (0,01% em PBS), que, ao penetrar apenas em células inviáveis (com 
integridade da membrana plasmática comprometida e, portanto, permeáveis), cora 
tais células de azul, auxiliando na diferenciação entre estas e as células vivas.  
Foi adotada a quantidade de 7x103 células para o cultivo em garrafas, as 




4.2.3  Estudos de fotossensibilização 
 
 
Para os testes in vitro, os queratinócitos foram plaqueados (200 µL/poço) em 
placas de 96 poços de fundo chato estéril (corning) com 7x103 células por poço. As 
células foram pré-incubadas por 24 horas em estufa umidificada com 5% de CO2 a 
37ºC. Após as 24 horas, as células foram tratadas com 200 µL por poço com 
diferentes diluições das meso-tetrarilporfirinas (0,1 a 10 µM) em DMEM com apenas 
1% de SFB, a fim de controlar seu crescimento exponencial durante os ensaios. Um 
grupo controle foi adicionado a cada placa, recebendo apenas meio (DMEM com 1% 
de SFB). As células foram incubadas com diferentes concentrações do derivado 
porfirínico, com ou sem incidência de luz, por determinado(s) tempo(s), de acordo 





4.2.3.1 Tratamento sem luz 
 
 
Para avaliar a citotoxicidade das meso-tetraarilporfirinas, as células HaCat 
foram inicialmente submetidas a experimentos no escuro. Para isso, as 
concentrações 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 µM de cada porfirina foram aplicadas nas células, 
já semeadas nas placas de cultivo com 96 poços, e incubadas por 24 horas na 
ausência de luz. Após 24 horas de incubação, os compostos foram removidos e a 
viabilidade celular foi avaliada. 
 
 
4.2.3.2 Tratamento com luz 
 
 
Para os experimentos com luz, as células já semeadas em placas com 96 
poços foram incubadas com concentrações de 1 a 10 µM dos derivados porfirínicos 
e, em seguida, incidiu-se a luz com comprimento de onda entre 400 e 800 nm 
(lâmpada LumaCare LC-122A – FIGURA 9), na intensidade de 100 mW/cm². A 
determinação da dose incidida se deu através da compilação dos dados publicados 








Inicialmente foram testadas as concentrações 1; 3 e 10 µM para cada um 
dos treze compostos, com irradiação por 30 minutos. A partir dos resultados 
observados nessa triagem, foi possível reconhecer as porfirinas mais ativas. Esses 
derivados porfirínicos que exibiram maior fotoatividade foram testados também nas 
menores concentrações (0,1 e 0,3 µM) e nos menores tempos de irradiação (10 e 20 
minutos). Cada experimento foi realizado em triplicata, em sala escura. Além das 
diferentes concentrações de porfirina, em cada placa foram semeados três poços 
com células sem o fotossensibilizador, na condição de controle negativo (B), 
conforme representado na FIGURA 10. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B  B 0,1 0,3 1        
C  B 0,1 0,3 1        
D  B 0,1 0,3 1        
E  3 3 3         
F  10 10 10         
G             
H             
 
FIGURA 10: REPRESENTAÇÃO DE UMA PLACA DE CULTIVO COM 96 POÇOS COM TODAS AS 
CONCENTRAÇÕES (µM) TESTADAS PARA OS DERIVADOS PORFIRÍNICOS. 
 
 
4.2.4 Viabilidade celular pós-tratamentos 
 
 
Para avaliar a inibição celular, tanto nos experimentos com luz quanto nos 
experimentos no escuro, foi utilizado o ensaio de MTT. O MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio), mais conhecido como sal tetrazólico, é um 
composto utilizado como método colorimétrico rápido para medir proliferação celular 
e citotoxicidade. Para este ensaio, as células tratadas foram removidas dos poços, 
os quais foram lavados com PBS. Em seguida, foi aplicado 200 µL de MTT 
(concentração final 0,5 mg/mL) em cada poço, e a placa foi incubada por 3 horas em 
estufa a 37ºC. Pelo método, durante esse tempo de incubação as células viáveis 
induzem, por meio de desidrogenases, a redução metabólica do MTT a cristais de 
formazano intensamente coloridos. Após as 3 horas, retirou-se a os 200 µL da 
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solução de MTT, acrescentou-se o mesmo volume de álcool absoluto e a placa foi 
colocada sob agitação por aproximadamente 5 minutos para a liberação dos cristais 
de formazano. A leitura foi realizada pelo método de ELISA a 570 nm (Synergy HT – 
BIOTEK). 
 
4.2.5 Análise estatística 
 
 
A sobrevivência celular foi expressa por mudanças de absorbância, 
considerando a relação da absorbância entre células tratadas e células controle 
(sem porfirina, apenas com o meio de cultura). Para realizar a análise estatística foi 
utilizado o programa Graphpad Prism III. Os dados gerados são a média de três 
experimentos independentes para cada porfirina, tempo de incidência de luz e 
concentração, com indicação do desvio padrão. Foi adotado o teste não paramétrico 
ANOVA, seguido da comparação multivariada pelo teste de Newman-Keuls, com 
intervalo de confiança de 95% (p < 0,05). Os gráficos gerados a partir dos dados 
analisados apresentam uma estimativa das células mortas em função da 
concentração de porfirina e do tempo de irradiação de luz. Para as meso-
tetraarilporfirinas que, após tratamento com luz, desencadearam citotoxicidade com 
significância estatística, a inibição celular foi expressa em porcentagem com relação 
ao grupo controle de cada experimento, a fim de possibilitar a comparação da 




5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 OBTENÇÃO DAS MESO-TETRAARILPORFIRINAS 
 
 
O estudo das relações estrutura-atividade de uma classe de compostos 
compreende a realização de testes de atividade biológica utilizando substâncias que 
normalmente compartilham o mesmo farmacóforo. Idealmente, os integrantes deste 
conjunto de compostos apresentam diferenças sutis entre suas estruturas e, desta 
forma, pode-se determinar a importância de cada grupamento químico na 
determinação da atividade biológica. Como o objetivo principal do presente trabalho 
compreendeu a determinação do efeito fotodinâmico de meso-arilporfirinas em 
queratinócitos humanos, 13 derivados arilporfirínicos, com estruturas relacionadas, 
foram utilizados para realização de experimentos in vitro.  
Oito porfirinas (compostos 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 12), das treze mostradas na 
FIGURA 7 (página 32), foram obtidas de uma biblioteca de derivados porfirínicos 
pertencente ao laboratório onde o presente projeto foi conduzido. Destas oito meso-
arilporfirinas, cinco apresentam-se estruturalmente simétricas (substituintes nas 
posições meso idênticos – compostos 1, 2, 3, 4 e 12); já as porfirinas 7, 8 e 9 não 
compartilham este mesmo nível de simetria. Em termos de polaridade, as porfirinas 
1, 2, 3, 4, 7 e 8 tendem a ser menos polares, enquanto 9 e 12 são presumivelmente 
mais polares. A porfirina 12 ainda possui grupos amônio quaternizados, o que 
proporciona cargas positivas efetivas em sua estrutura (porfirina catiônica).  
Com o intuito de aumentar a variedade estrutural das porfirinas a serem 
testadas, foi planejada a síntese de mais cinco porfirinas (compostos 5, 6, 10, 11 e 
13). Destas porfirinas, três apresentam-se caracteristicamente polares: 6 (aniônica 
simétrica), 11 (catiônica simétrica) e 13 (catiônica assimétrica). Já as porfirinas 5 e 
10 tendem a ser bastante apolares devido a presença dos radicais –Cl e –CH3, 
respectivamente.  Enquanto os grupos metila de 10 aumentam sua superfície 
hidrofóbica, em 5 os átomos de halogênio covalentemente ligados aos carbonos 4 
dos anéis benzênicos não constituem um dipolo verdadeiro (apesar da 
eletronegatividade inerente do Cl), causando um aumento da lipossolubilidade 
devido ao aumento de massa molecular. 
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As porfirinas sintetizadas durante o estudo (5, 6, 10, 11 e 13) foram todas 
caracterizadas por ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) e 
espectrometria de massas, especificamente MALDI-TOF (traduzindo-se do inglês – 
ionização por dessorção de matriz assistida por laser acoplada a analisador de 
massas de tempo de voo). A técnica de MALDI-TOF corresponde à espectrometria 
de massas mais apropriada para análise de compostos de massa molecular elevada 
(como é o caso de algumas porfirinas). Todas as porfirinas avaliadas neste trabalho 
apresentaram grau de pureza adequado para realização dos testes biológicos.  
 
 
5.1.1 Síntese da 5,10,15,20-tetraquis(p-clorofenil)porfirina (5) 
 
 
A porfirina 5 foi sintetizada de acordo com os procedimentos estabelecidos 
por Ló et al. (2011), empregando-se duas etapas em um mesmo recipiente: (a) 
ciclocondensação do p-clorobenzaldeído e pirrol na presença de BF3(Et)2O e (b) 
oxidação do porfirinogênio formado na primeira etapa com o uso de SeO2 
(ESQUEMA 2). Após a reação adotando 2 mmol de cada reagente, o composto 
5,10,15,20-tetraquis(p-clorofenil)porfirina foi obtido em um rendimento de 24%, 
sendo reservado 0,005 g para posterior avaliação da atividade biológica através da 
terapia fotodinâmica. Esta porfirina foi obtida em bom grau de pureza, como 





































ESQUEMA 2: SÍNTESE DA PORFIRINA 5 (LÓ ET AL., 2011) 
 
 
No espectro de RMN 1H do composto 5 observam-se alguns sinais entre 2 e 
1 ppm que correspondem a traços de água e artefatos gerados a partir dos solventes 
utilizados no preparo da amostra para a RMN, não representando impurezas. Da 
mesma forma, em 7,26 ppm há a indicação do clorofórmio deuterado (CDCl3)  
utilizado no preparo da amostra. O sinal observado em -2,83 ppm indica os 
hidrogênios ligados aos nitrogênios dentro do macrociclo, o que é característico de 
porfirinas. Ainda considerando sua estrutura, em 8,84 ppm pode ser observado um 
único sinal singlete, que corresponde ao total de hidrogênios ligados aos anéis 
pirrólicos. Entre 8,14 e 7,74 ppm encontra-se um grupo de sinais que indica os 
hidrogênios ligados aos anéis aromáticos que, por sua vez, estão ligados no carbono 
meso do macrociclo. Os sinais observados no espectro referem-se à porfirina 






FIGURA 11: ESPECTRO DE RMN DE 1H DA 5,10,15,20-TETRAQUIS(P-CLOROFENIL)PORFIRINA 
(5) EM CDCL3. OS SINAIS EM 7,26 E 1,54 PPM REFEREM-SE AO SOLVENTE DEUTERADO E A 
UMIDADE PRESENTE NO MESMO, RESPECTIVAMENTE.   
 
 
A identidade da porfirina 5 também foi confirmada por MALDI-TOF em modo 
positivo. Com esta análise foi possível observar o íon de m/z 753, correspondente à 
massa molecular do composto 5, adicionado de um próton (íon molecular [M+H]+). 
Neste espectro também é possível observar que o material analisado apresenta-se 










5.1.2  Síntese da 5,10,15,20-tetraquis(p-sulfofenil)porfirina, sal tetrasódico (6) 
 
 
A obtenção da 5,10,15,20-tetraquis(p-sulfofenil)porfirina (6), a partir da 
5,10,15,20-tetraquisfenilporfirina (1) (TPP), foi realizada através da sulfonação das 
posições para dos grupos fenila ligados ao carbono meso da TPP (substituição 
eletrofílica aromática – ESQUEMA 3). Esta reação foi conduzida na presença de 
H2SO4 concentrado, em temperaturas elevadas. Nestas condições, duas moléculas 
de H2SO4 reagem entre si para formar uma molécula de trióxido de enxofre (SO3). A 
partir daí, o SO3 constitui uma espécie eletrofílica e é então atacado por elétrons π 
presentes nos anéis benzênicos ligados as posições meso da TPP. Como o carbono 
meso está associado a uma dupla ligação do macrociclo (constituindo um radical 
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alquenila), o mesmo funciona como um radical orto/para dirigente, já presente no 
anel benzênico. Uma vez que as posições orto estão impedidas pela presença do 
anel tetrapirrólico, a sulfonação é direcionada à posição para, neste caso. Ao final da 
reação e após a elaboração inicial (neutralização do ácido e remoção do sulfato 
inorgânico), o material foi cromatografado em coluna de sílica, seguindo-se de 
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O espectro de RMN de 1H do composto 6 é mostrado na FIGURA 13. Nesse 
espectro observa-se um intenso sinal em 2,50 ppm, que corresponde ao DMSOd6 
(DMSO deuterado), e em 3,33 ppm, correspondente à água do DMSOd6 utilizado no 
preparo da amostra, já que 6 é insolúvel em clorofórmio. Também nesse espectro a 
porfirina é facilmente caracterizada pela presença do sinal em -2,92 ppm, assim 
como sua simetria pode ser observada a partir do sinal único em 8,85 ppm, 




FIGURA 13: ESPECTRO DE RMN DA 1H DE 5,10,15,20-TETRAQUIS(P-SULFOFENIL)PORFIRINA 
(6) EM DMSOD6. OS SINAIS EM 2,50 E 3,33 PPM REFEREM-SE AO SOLVENTE DEUTERADO E A 
UMIDADE PRESENTE NO MESMO, RESPECTIVAMENTE. 
 
 
Apesar da porfirina 6 apresentar-se na forma de sal tetrasódico (quatro 
contra-íons sódio para neutralização dos grupos sulfonato), seu espectro de MALDI-
TOF (FIGURA 14) apresenta um íon principal de m/z 935 [M-4Na+5H]+ referente à 
perda dos quatro íons sódio, sendo os mesmos substituídos por átomos de 
hidrogênio, mais um próton para fornecer a carga necessária para que haja  
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detecção pelo equipamento. Este fato pode ser explicado pela matriz empregada na 
análise (ácido α-ciano-hidroxicinâmico) e o baixo comprimento de onda do laser do 
equipamento (altamente ionizante). Ainda assim, é possível observar íons 
minoritários com as massas correspondentes às quatro combinações possíveis entre 
o número necessário de prótons e íons sódio para que haja formação de um íon 
molecular (faixa espectral entre m/z 950 e 1030): m/z 957 [M-3Na+4H]+, m/z 979 [M-









5.1.3 Síntese da 5,10,15,20-tetraquis(p-metil)fenilporfirina (10) 
 
 
Da mesma forma que para a porfirina 5 (ESQUEMA 2), 5,10,15,20-(p-
metil)tetrafenilporfirina (10) foi sintetizada pelos métodos desenvolvidos por Ló et. al. 
(2011). Neste caso, foram adotados 5 mmol de cada material inicial (p-
metilbenzaldeído e pirrol) para que quantidades apreciáveis do produto desejado 
fossem obtidas. Devido ao grupo metil (-CH3), ligado na posição para do anel 
aromático do aldeído utilizado ser um potente doador de elétrons, essa reação tende 
a resultar em rendimentos ainda mais baixos dos aqueles normalmente alcançados 
na síntese de meso-tetraarilporfirinas. 
O composto 10 foi obtido com bom grau de pureza (FIGURA 15). Com 
exceção dos sinais entre 1 e 2 ppm, que correspondem a artefatos provenientes do 
preparo da amostra para o RMN de 1H, e do sinal em 7,26 ppm do CDCl3, todos os 
demais sinais identificam a porfirina 10. O sinal em -2,75 ppm é fundamental para 
caracterizar a porfirina, enquanto o intenso singlete em 2,71 ppm representa os 





FIGURA 15: ESPECTRO DE RMN DE 1H DA 5,10,15,20-TETRAQUIS(P-METIL)FENILPORFIRINA 
(10) EM CDCL3. OS SINAIS EM 7,26 E 1,53 PPM REFEREM-SE AO SOLVENTE DEUTERADO E A 




Em concordância com o espectro de RMN de 1H, a análise de MALDI-TOF 
resultou num espectro (FIGURA 16) contendo exclusivamente o íon molecular 
[M+H]+ de m/z 671. 
 
 










Para que fosse possível realizar a síntese da porfirina tetracationizada 11, foi 
necessária a preparação prévia da porfirina tetrapiridilada 11a. Da mesma forma que 
na síntese das porfirinas 10 e 5, a forma mais concisa para se obter a porfirina 11 
utiliza a ciclocondensação-oxidação do pirrol com o piridina-4-carbaldeído, que é um 
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aldeído caracteristicamente polar. Entretanto, os métodos que empregam condições 
brandas, em dois passos, num mesmo recipiente (LÓ, 2011; LINDSEY, 1987) não 
são eficientes para obtenção de porfirinas a partir deste tipo de aldeído. Neste caso, 
as metodologias que são empregadas com sucesso correspondem àquelas 
desenvolvidas por Rothemund (1939) e Adler e Longo (1967), ou mais recentemente 
por Gonsalves, Varejão e Pereira (1991), as quais são realizadas em um só passo 
(ciclocondensação/oxidação simultânea) em temperaturas bastante elevadas. No 
presente trabalho utilizou-se uma metodologia alternativa que emprega refluxo do 
aldeído piridilado e pirrol em um meio constituído de uma mistura de xileno e ácido 
salicílico. Apesar de também empregar condições drásticas (ponto de ebulição do 
xileno = 138oC), a temperatura de reação deste método é ligeiramente menor do que 
dos métodos tradicionais mencionados. Desta forma a porfirina 11a foi obtida em 7% 





















ESQUEMA 4: SÍNTESE DA PORFIRINA 11A. 
 
 
No espectro de RMN de 1H do composto 11a (FIGURA 17) é possível 
observar em -2,89 ppm o sinal característico de porfirinas, o qual refere-se aos dois 
hidrogênios ligados aos nitrogênios internos do macrociclo. Em 8,18 e 8,16 ppm 
localizam-se os hidrogênios ligados as posições orto dos anéis piridínicos. A simetria 
esperada para uma porfirina que apresenta quatro substituintes idênticos ligados nas 
posições meso é confirmada pela presença de um único sinal referente aos oito 
hidrogênios β-pirrólicos (8,88 ppm). Os sinais dos hidrogênios meta dos anés 
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piridínicos, por estarem desblindados pelos nitrogênios vizinhos, são visualizados 
em 9,07 e 9,06 ppm. 
 
 
FIGURA 17: ESPECTRO DE RMN DE 1H DA PORFIRINA 11A EM CDCL3. OS SINAIS EM 7,27 E 




O espectro de MALDI-TOF apresentado na FIGURA 18 mostra um íon principal em 
m/z 619 correspondente ao íon molecular [M+H]+ do composto 11a. Alguns íons 
adicionais podem ser também visualizados. Dois deles, entre m/z 520 e 560, foram 
atribuídos à matriz utilizada na análise, a qual pode gerar íons mais ou menos 
significativos em algumas circunstâncias (como no caso de análise de porfirinas com 
substituintes nitrogenados). Outros íons minoritários, com valores de m/z maiores 
que [M+H]+ do composto 11a (m/z 620 até 680 e m/z próximo a 860), podem ter sido 
originados a partir de: (a) contaminantes ou (b) “clusters” formados pela associação 
do íon molecular principal com fragmentos derivados da matriz ou do próprio 
composto 11a. Como o espectro de RMN de 1H de 11a (FIGURA 16) apresenta-se 
livre de sinais inesperados, a última constatação (b) aparenta ser mais viável. De 
qualquer forma, o composto 11a é simplesmente um intermediário de síntese para a 
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obtenção do composto 11. Portanto, a presença das poucas impurezas em 11a não 
afeta os resultados referentes à determinação de atividade biológica.   
  
 
FIGURA 18: ESPECTRO DE MALDI-TOF (MODO POSITIVO) DA PORFIRINA 11A. 
 
 
A maneira mais comum de sintetizar compostos orgânicos que possuam 
grupos positivamente carregados, não dependentes de pH, compreende a 
peralquilação de uma função amina até a sua quaternização (formação de um sal de 
amônio quaternário). Os sais de amônio quaternário são produtos muito prováveis 
quando considera-se a reação de uma amina primária com um haleto de metila, ou 
com haletos que possuam grupos alquílicos pouco volumosos. Isso ocorre pois a 
amina secundária, resultante da primeira metilação, será um nucleófilo mais eficiente 
que a amina primária original, e assim sucessivamente (ESQUEMA 5).  Essas 
reações são facilitadas pelo uso de bases inorgânicas para que ocorra o consumo 






































ESQUEMA 5: OBTENÇÃO DE UM SAL DE AMÔNIO QUATERNÁRIO ATRAVÉS DE METILAÇÕES 




Para a reação de quaternização da porfirina 11a, a situação mostra-se 
diferente da indicada no ESQUEMA 5. Neste caso, o nitrogênio a ser quaternizado 
corresponde a um nitrogênio piridínico (sp2). Apesar de a ressonância estar presente 
no anel piridínico, o par de elétrons do nitrogênio não participa deste fenômeno, o 
que dá uma característica básica aos compostos que contêm este grupo (pKa ~ 5). 
Em termos de comportamento químico, o anel piridínico apresenta-se similar às 
aminas terciárias, apesar destas serem bem mais básicas (por exemplo, a 
trietilamina apresenta pKa ~ 10). Entretanto, como pode ser observado na FIGURA 
19, os anéis piridínicos são estericamente desimpedidos, o que lhes confere uma 








Desta forma, observa-se experimentalmente que a quaternização do 
nitrogênio piridínico acontece de maneira rápida e em condições relativamente 
brandas, muitas vezes dispensando a presença de uma base inorgânica para 
auxiliar a reação. Outro fator que explica esta reatividade é originado pelo 
posicionamento do orbital que acomoda o par de elétrons livre do nitrogênio 
piridínico, o qual se encontra projetado para fora e de maneira não alinhada aos 









FIGURA 20: REAÇÃO DE METILAÇÃO DA PIRIDINA. 
 
 
Assim, a porfirina 11a foi submetida à reação de quaternização, tendo como 
agente alquilante o iodeto de metila, sob temperaturas moderadas (40 oC) e na 
ausência de base. Com isto, a 5,10,15,20-tetraquis(N-metilpiridino-4-il)porfirina 11 

























































O espectro de RMN de 1H do composto 11 (FIGURA 21) apresenta, além 
dos sinais característicos de porfirinas (em -3,09 ppm e entre 9,49 e 8,98 ppm), um 
intenso sinal em 4,73 ppm referente aos 12 hidrogênios ligados aos carbonos 













FIGURA 21: ESPECTRO DE RMN DE 1H DO TETRAIODETO DE 5,10,15,20-TETRAQUIS(N-
METILPIRIDINO-4-IL)PORFIRINA (11) EM DMSOD6. OS SINAIS EM 2,50 E 3,33 PPM REFEREM-




Já o espectro de MALDI-TOF de 11 apresenta um íon principal de m/z 679 
[M-4I+H]+ acompanhado de uma grande quantidade de íons consideravelmente 
intensos (FIGURA 22). Este perfil de espectro de massas é característico de 
moléculas policationizadas, as quais podem sofrer fragmentações na fonte do 
equipamento e/ou apresentar íons moleculares com diferentes m/z. Levando-se em 
consideração a ausência de sinais adicionais aos da porfirina 11 no espectro de 
RMN (FIGURA 21), o composto em questão apresenta pureza apropriada para os 














5.1.5  Síntese do iodeto de 5,10,15-trifenil-20 (N-metilpiridino-4-il)porfirina (13) 
 
 
Para síntese da porfirina monocationizada 13, a qual é estruturalmente 
relacionada à porfirina 11, fez-se necessária a obtenção prévia de um precursor 
porfirínico monopiridilado (13a). A síntese de porfirinas meso-substituídas que não 
apresentam os quatro substituintes iguais pode ser realizada de várias maneiras. 
Uma das formas compreende a ciclocondensação-oxidação de diferentes aldeídos 
com pirrol num mesmo meio reacional. A razão entre os diferentes substituintes 
meso presentes na porfirina resultante pode ser direcionada pela proporção entre os 
aldeídos empregados na reação. Na síntese da porfirina 13a foi utilizada uma 
proporção aproximada de 9:7:3 (pirrol:benzaldeído:piridina-4-carbaldeído), baseado 
no proposto por Kim e colaboradores (2003). Esta mistura foi submetida às 
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condições de Adler (1967), empregando refluxo em ácido propiônico por 90 minutos. 
Esta reação gerou dois produtos principais (porfirina 13a e a porfirina 1 - TPP), os 
quais puderam ser separados por cromatografia. Subsequentemente, a porfirina 13a 
foi submetida à reação de cationização, em condições semelhantes àquelas 
utilizadas para obtenção do composto 11, sendo a porfirina monocatiônica 13 obtida 





































O espectro de RMN de 1H do composto 13a (FIGURA 23) mostra-se 
indicativo de uma porfirina assimétrica, apresentando a região entre 9,00 e 7,50 ppm 
bastante complexa, além do sinal característico em -2,75 ppm.  Além desses sinais, 
alguns picos presentes neste espectro são característicos de contaminantes 
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provenientes de procedimentos cromatográficos, tais como os sinais em 5,31 ppm 
(diclorometano componente da fase móvel) e em 2,03; 1,29 e 0,88 ppm 
(hidrocarbonetos não voláteis contaminantes de alguns solventes orgânicos). Como 
já observado anteriormente, essas contaminações minoritárias não comprometeram 
o andamento do trabalho, uma vez que o composto 13a serve somente como o 





FIGURA 23: ESPECTRO DE RMN DE 1H DA 5,10,15-TRIFENIL-20(PIRIDINO-4-IL)PORFIRINA 
(13A) EM CDCL3. OS SINAIS EM 7,27 E 1,71 PPM REFEREM-SE AO SOLVENTE DEUTERADO E 
A UMIDADE PRESENTE NO MESMO, RESPECTIVAMENTE. OS SINAIS EM 5,31; 2,03; 1,29 E 0,88 
PPM PERTENCEM A CONTAMINANTES MINORITÁRIOS. 
 
 
O espectro de MALDI-TOF da porfirina 13a apresenta um único pico 
referente ao íon [M+H]+ com m/z 616 (FIGURA 24). O fato de não haver impurezas 
visualizáveis neste espectro comprova as baixas massas moleculares propostas 










De acordo com o espectro de RMN de 1H mostrado na FIGURA 25, a reação 
de cationização para formação da porfirina 13 ocorreu como esperado. Este fato é 
evidenciado com a presença do sinal em 4,70 ppm referente aos três hidrogênios 
metílicos pertencentes ao carbono ligado ao nitrogênio porfirínico cationizado. É 
importante comentar que, com base neste experimento, a porfirina 13 encontra-se 










FIGURA 25: ESPECTRO DE RMN DE 1H DO IODETO DE 5,10,15-TRIFENIL-20(N-METILPIRIDINO-
4-IL)PORFIRINA (13) EM DMSOD6. OS SINAIS EM 2,50 E 3,33 PPM REFEREM-SE AO SOLVENTE 
DEUTERADO E A UMIDADE PRESENTE NO MESMO, RESPECTIVAMENTE. 
 
 
Da mesma forma que no espectro RMN de 1H, o espectro de MALDI-TOF do 
composto 13 (FIGURA 26) mostra a condição de excelente pureza da referida 











5.2 ATIVIDADE BIOLÓGICA 
 
 
Nesta segunda etapa, as porfirinas 1 a 13 foram avaliadas em relação às 
suas propriedades fotodinâmicas. Como esperado para fotossensibilizadores em 
geral, presumiu-se que as porfirinas testadas neste trabalho fossem capazes de 
induzir a inibição celular após irradiação luminosa.  Considerando que essa 
citotoxicidade depende de fotoativação, inicialmente todas as porfirinas foram 
incubadas com as células HaCaT para verificar se esse compostos não causavam 
danos celulares mesmo em ausência de luz. 
Após o tratamento sem luz, foram incubadas novas células com cada uma 
das treze porfirinas e realizados experimentos utilizando a lâmpada halógena 
LumaCare®.  Esta fonte de luz não-coerente foi escolhida para irradiar as células 
tratadas pois emitem luz visível entre 400 e 800 nm, região onde os tecidos 





5.2.1 Tratamento sem luz 
 
 
Nos experimentos realizados no escuro observou-se que, das cinco 
concentrações testadas, as concentrações 0,1; 0,3 e 1 µM não foram citotóxicas 
para nenhum dos treze derivados porfirínicos após 24 horas de incubação. Já a 
concentração 3 µM demonstrou citotoxicidade significativa apenas para as porfirinas 
9, 11 e 12, enquanto que a concentração 10 µM exibiu algum grau de toxicidade 
celular para praticamente todos os compostos (exceto porfirinas 2 e 10), com 
diferentes níveis de significância, indicando citotoxicidade independente de 
fotoativação (FIGURA 27).  
 
 


































































































































































































































































FIGURA 27: VIABILIDADE CELULAR DE CÉLULAS TRATADAS COM DERIVADOS PORFIRÍNICOS 
EM EXPERIMENTOS NO ESCURO. A ESCALA MOSTRADA NO EIXO DAS ORDENADAS TRADUZ 
A VIABILIDADE ATRAVÉS DA ABSORBÂNCIA, QUE É DIRETAMENTE PROPORCIONAL AO 




Apesar de considerar ideal que o fotossensibilizador não seja citotóxico na 
ausência de luz, esse é um resultado possível, já que qualquer composto pode 
apresentar algum grau de toxicidade dependendo das doses adotadas e das 
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condições a que está submetido. Neste caso, a célula foi tratada e incubada por 
maior tempo e com altas concentrações de determinados fotossensibilizadores. 
A toxicidade exibida nessas circunstâncias já havia sido descrita por Mellish 
e colaboradores, que, ao estudarem a citotoxidade in vitro desencadeada por uma 
série de análogos ao azul de metileno (fotossensibilizadores fenotiazínicos), 
observaram que as maiores concentrações testadas para todos os compostos do 
estudo foram capazes de causar toxicidade mesmo na ausência de luz (MELLISH et 
al., 2002). 
Esses resultados evidenciam a importância de conhecer a dose mais segura 
e que seja ativa apenas com a incidência de luz, já que, para alguns 
fotossensibilizadores, maiores concentrações podem induzir a inibição celular por 
outros mecanismos que não os desencadeados pelo oxigênio singlete, como o 
acúmulo em determinados locais no interior da célula e a sobrecarga celular 
(GABRIELLI, 2007). 
Outro fator a ser considerado nesses resultados é o tempo de contato do 
fotossensibilizador com as células HaCaT. Nos experimentos realizados no escuro, 
cada composto foi incubado com as células por 24 horas para em seguida avaliar a 
viabilidade celular, enquanto que nos experimentos com luz, descritos a seguir, o 
fotossensibilizador esteve em contato com as células apenas durante o tempo de 
irradiação da luz (10, 20 ou 30 minutos), durante o qual iniciou os mecanismos de 
morte celular desencadeados pelas espécies reativas de oxigênio. 
 
 
5.2.2 Tratamento com luz 
 
 
Os treze derivados porfirínicos foram inicialmente incubados nas 
concentrações 1, 3 e 10 µM com as células HaCaT, sendo incidida luz por 30 
minutos – maior tempo estipulado para terapia fotodinâmica in vitro - e então 
verificada a viabilidade celular após este tratamento (FIGURA 28). A partir deste 
experimento, observou-se que a porfirina aniônica 6 e as porfirinas catiônicas 11, 12 
e 13 exibiram melhor atividade (p < 0,001), sendo então testadas em outras 
concentrações e tempos de fotoativação para melhor comparação.  
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A citotoxicidade demonstrada por essas porfirinas que possuem carga em 
sua estrutura era esperada, posto que esse fato já foi descrito por outros autores 
para outros tipos de células, e sugere que o caráter anfifílico que estas exibem é 
determinante e promissor para a captação celular. No caso de porfirinas catiônicas, 
como os compostos 11, 12 e 13 deste trabalho, estas têm se mostrado eficazes 
inclusive na fotoinativação de bactérias gram-positivas, gram-negativas, protozoários 
e fungos. A alta seletividade demonstrada para estes micro-organismos 
possivelmente se deve à interação eletrostática entre a carga negativa dos 
lipopolissacarídeos das membranas celulares e a carga positiva da estrutura destas 
porfirinas. Mesmo em bactérias gram-negativas, que possuem uma membrana 
externa à camada de peptideoglicano, que é carregada negativamente, tais 
porfirinas foram capazes induzir a produção de oxigênio singlete e radicais livres 
responsáveis pela morte bacteriana. Além disso, os grupos catiônicos presentes na 
porfirina interagem com ácidos nucleicos e podem levar à alquilação do DNA (PENG 
et al., 2010; BRISTOW et al., 2006; He et al., 2006). 
 
 











































































































































































































































































FIGURA 28: VIABILIDADE CELULAR APÓS TRATAMENTO COM OS DERIVADOS PORFIRÍNICOS 
1 A 13 APÓS 30 MINUTOS DE FOTOATIVAÇÃO. A ESCALA MOSTRADA NO EIXO DAS 
ORDENADAS TRADUZ A VIABILIDADE ATRAVÉS DA ABSORBÂNCIA, QUE É DIRETAMENTE 
PROPORCIONAL AO NÚMERO DE CÉLULAS QUE PERMANECERAM VIÁVEIS MESMO APÓS 30 





A porfirina 6, por sua vez, não é um composto catiônico, mas foi capaz de 
interferir na sobrevivência celular nas três maiores concentrações testadas 
inicialmente. Por esse motivo, esse composto foi selecionado para novos testes, 
com menores concentrações e outros tempos de incidência de luz.   Ao analisar a 
porfirina 6 nessas novas condições, foi possível observar que houve citotoxicidade 
significativa com as concentrações 3 e 10 µM independe do tempo de fotoativação 
(FIGURA 29).  
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FIGURA 29: CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA PORFIRINA 6. A ESCALA MOSTRADA NO EIXO 
DAS ORDENADAS (ABSORBÂNCIA) INDICA O NÚMERO DE CÉLULAS QUE PERMANECERAM 
VIÁVEIS APÓS FOTOATIVAÇÃO. 
 
 
A citotoxicidade deste derivado porfirínico, cuja estrutura se caracteriza pela 
presença de cargas negativas, vai ao encontro do que foi descrito por Vicente et al. 
(2002), que cita porfirinas aniônicas pelo seu potencial em localizar e atacar os 
lisossomos e retículo endoplasmático das células. Essa seletividade por 
determinadas organelas pode ser um fator importante na indução da morte celular. 
Estes resultados podem ser comparados com diversos trabalhos, já que, 
usualmente, a atividade do fotossensibilizador é concentração-dependente, como já 
relatado por Saczko et. al, que descreve a relação entre a maior concentração e a 
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fotoatividade induzida pelo Photofrin®, tanto em células saudáveis quanto em 
células tumorais (SACZKO et al., 2008). 
Assim como a concentração, que tem papel importante na viabilidade 
celular, já foi descrito que a citotoxicidade também depende do tipo de 
fotossensibilizador.  Relembrando que vários trabalhos já publicados indicam maior 
atividade antimicrobiana induzida por porfirinas catiônicas em detrimento de 
porfirinas neutras ou aniônicas, os derivados porfirínicos 11, 12 e 13, que possuem 
carga positiva na estrutura, foram testados nas 5 concentrações por 10, 20 e 30 
minutos. Essa ampliação das condições permitiu observar que todos os compostos 
catiônicos demonstraram maior atividade quando comparados aos demais. A 
citotoxicidade aumentou proporcionalmente com o aumento da concentração do 
composto, possivelmente como resultado de maior captação celular (SACZKO, 
2008). 
A porfirina 11, composto de estrutura simétrica com quatro cargas positivas, 
uma em cada grupo substituinte, demonstrou fotoatividade em todas as 
concentrações testadas, independente do tempo, com exceção da concentração 0,1 
µM em 10 minutos (menores concentração e tempo testados) (FIGURA 30). Das 
concentrações ativas, observou-se que a concentração 1 µM exibiu melhor atividade 
em todos os tempos avaliados. As concentrações 0,1 e 3 µM mostraram-se ativas 
quanto maior o tempo de incidência da luz, enquanto que as maiores concentrações 
(3 e 10 µM) exibiram menor citotoxicidade. Esse resultado, discrepante dos demais, 
deve-se possivelmente a uma saturação celular, que impede a fotoativação do 
composto. Há também estudos que afirmam que certos substituintes na posição 
meso do macrociclo induzem à auto-agregação do composto em determinadas 
concentrações. A menor atividade em concentrações maiores pode ser justificada 
então pela interferência desta auto-agregação porfirínica no mecanismo da terapia 
fotodinâmica, a qual demanda diferentes energias para alternar os estados 
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FIGURA 30: CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA PORFIRINA 11. A ESCALA MOSTRADA NO EIXO 
DAS ORDENADAS (ABSORBÂNCIA) INDICA O NÚMERO DE CÉLULAS QUE PERMANECERAM 
VIÁVEIS APÓS FOTOATIVAÇÃO. 
 
 
A porfirina 12, por sua vez, exibiu um padrão de atividade concentração e 
tempo-dependentes: quanto maiores a concentração e tempo de incidência da luz, 
maior a citotoxicidade induzida pelo composto (FIGURA 31). De todas as 
concentrações testadas, as concentrações 3 e 10 µM demonstraram atividade 
significativa (p<0,001) após todos os tempos de irradiação. Para as demais 
concentrações (0,1; 0,3 e 1 µM) observou-se que essa citotoxicidade aumentou 
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FIGURA 31: CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA PORFIRINA 12. A ESCALA MOSTRADA NO EIXO 
DAS ORDENADAS (ABSORBÂNCIA) INDICA O NÚMERO DE CÉLULAS QUE PERMANECERAM 
VIÁVEIS APÓS FOTOATIVAÇÃO. 
 
 
Considerando a estrutura das porfirinas catiônicas citadas (11 e 12), tem 
sido demonstrado na literatura que a substituição na posição meso e a inserção de 
substituintes periféricos no anel porfirínico interfere radicalmente na capacidade 
física, química e biológica do composto. Dessas alterações na estrutura, já foi 
relatado que os compostos tetra-catiônicos - como as porfirinas 11 e 12 - foram 
muito eficazes na indução de morte de células tumorais HepG2, o que também foi 
observado neste estudo com as células HaCaT (HE et al., 2006). 
A porfirina 13, que teve como modelo a porfirina 11, mas com apenas uma 
carga positiva na estrutura, apresentou um comportamento semelhante ao 
observado na porfirina 12, conforme demonstrado na FIGURA 32.  Neste caso, a 
carga positiva distribuída assimetricamente parece produzir um aumento no caráter 
anfifílico da estrutura, o que pode facilitar o acúmulo intracelular do composto 
(LAZZERI et al., 2004). 
Os resultados obtidos neste estudo com as porfirinas catiônicas aproximam-
se dos obtidos por He et. al. (2006), que verificou que porfirinas com carga positiva 















10 minutos 20 minutos 30 minutos






















FIGURA 32: CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA PORFIRINA 13. A ESCALA MOSTRADA NO EIXO 
DAS ORDENADAS (ABSORBÂNCIA) INDICA O NÚMERO DE CÉLULAS QUE PERMANECERAM 




5.3 ENSAIOS IN SILICO: LogP e LogD 
 
 
O balanço entre as porções hidrofílica e hidrofóbica de uma porfirina reflete 
sua capacidade de ultrapassar barreiras celulares, bem como sua tendência a se 
acumular em organelas específicas. Portanto, a citotoxicidade promovida por sua 
atividade fotodinâmica também dependerá destes fatores. Com base nisto, foram 
realizados alguns ensaios in silico para a predição de propriedades relacionadas à 
solubilidade das treze porfirinas aqui estudadas. Através do uso de software 
apropriado, foram estimados o LogP e o LogD, além da determinação das 
superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas para estas porfirinas. Para um melhor 
entendimento dos resultados mostrados a seguir, o significado dos valores de LogP 
e LogD devem ser detalhados. 
 O LogP (leia-se “log de P”) pode ser traduzido como o logaritmo do 






Por sua vez, o coeficiente de partição octanol/água (P) corresponde à razão 
entre as concentrações de uma substância nas diferentes fases de um sistema 




É importante comentar que o n-octanol é utilizado neste tipo de 
determinação devido a seu caráter anfipático, simulando os principais componentes 






FIGURA 33: CARÁTER ANFIPÁTICO DO N-OCTANOL COMPARADO AOS COMPONENTES DAS 
MEMBRANAS BIOLÓGICAS.  
 
 
Assim, quanto maior for P, maior será o caráter hidrofóbico da substância 
avaliada. Com aplicação do logaritmo, consequentemente temos: quando LogP é um 
número de valor positivo (P maior que 1), a substância em questão é mais 
hidrofóbica e, quando o valor é negativo (P menor que 1), a substância é mais 






FIGURA 34: RELAÇÃO ENTRE OS VALORES DE P E LogP. 
 
 
Apesar de o LogP ser útil para o entendimento do caráter 
hidrofóbico/hidrofílico de uma substância, este valor refere-se somente ao estado 
não-ionizado da mesma. Como a presença ou ausência de cargas numa molécula 
tem grande influência na sua solubilidade, o LogP somente será válido numa faixa 
de pH onde não houver ionização de qualquer grupamento químico da substância 
em questão.  
Para as muitas substâncias de interesse farmacológico que se apresentam 
ionizáveis, a utilização do LogD (coeficiente de distribuição) é mais apropriada. Num 
dado valor de pH e, consequentemente, num estado de ionização específico, o LogD 




Então o LogD pode ser definido como o logaritmo do coeficiente de partição 
octanol/água de uma substância em um estado de ionização específico, de acordo 
com o pH do meio onde esta se encontra. Com base nesta definição, pode-se 
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afirmar que LogP e LogD compartilham do mesmo valor numérico em uma faixa de 
pH onde a substância avaliada encontra-se não-ionizada. A FIGURA 34 mostra o 
gráfico referente aos valores LogD obtidos a partir da porfirina 9, em diferentes 
valores de pH. 
Devido ao seu grupo amino, a porfirina 9 comporta-se como uma base, 
aceitando íons hidrogênio na faixa de pH abaixo de 12. Já em pH acima de 12, esta 
porfirina encontra-se com o valor máximo de LogD (LogD = LogP), completamente 





FIGURA 35: DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES DE LogD DE ACORDO COM O PH PARA PORFIRINA 
9. DADOS OBTIDOS COM O SOFTWARE ACD/I-LAB 2.0. 
 
Por outro lado, no valor de pH no qual os experimentos de atividade 
biológica foram conduzidos (pH = 7,0), o LogD denota uma solubilidade em água 
substancialmente maior do que no caso do LogP. Essa constatação não é somente 
verdadeira para porfirina 9, mas para todas as porfirinas estudadas, como mostrado 
a FIGURA 36. A FIGURA 36 e a FIGURA 37 mostram que, com exceção dos 
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compostos 6, 11 e 12, as porfirinas estudadas são predominantemente hidrofóbicas 
(LogD>0 em pH 7,0). Também é possível observar o comportamento distinto da 
porfirina 6 (único exemplo de comportamento ácido), a qual mostra valores 
decrescentes de LogD em função do aumento do pH. Além disso, não foi possível 
determinar o LogP para a porfirina 6, pois a mesma apresenta-se ionizada entre pH 
1 e 14 devido ao grupamento sulfônico extremamente ácido. As porfirinas com as 
posições meso ligadas a substituintes neutros (1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 e 10) apresentam 
perfil de LogD versus pH característico de substância fracamente básica, o que 
provavelmente se dá devido ao efeito dos nitrogênios centrais no macrociclo. 
  
 
FIGURA 36: DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES DE LogD DE ACORDO COM O PH PARA AS 







Porfirina  LogD (pH = 7,0) LogP 
  Porfirina LogD (pH = 7,0) LogP 
  
1 4,84 7,80   8 4,61 7,37   
2 5,19 8,01   9 4,02 7,00   
3 8,95 11,90   10 6,28 9,24   
4 4,64 7,41   11 - 9,81 - 9,81   
5 7,09 9,97   12 - 2,44 - 1,65   
6 - 8,13 > - 5,60   13 0,04 2,91   
7 4,73 7,68        
 
FIGURA 37: VALORES DE LogD (PH = 7,0) E LogP DE ACORDO COM O PH PARA AS 




5.4 RELAÇÕES ESTRUTURA-ATIVIDADE 
 
 
O estudo das relações estrutura-atividade da maioria das classes 
terapêuticas baseia-se na comparação dos níveis de atividade proporcionados por 
diferentes entidades químicas, em diferentes concentrações. Baseado nisso, para 
realizar a comparação entre a citotoxicidade desencadeada pelas três porfirinas 
catiônicas (11, 12 e 13) e a porfirina aniônica (6), foram escolhidas as concentrações 
mais ativas (1, 3, e 10 uM) para todos esses compostos. Nessas concentrações e 
em todos os tempos de fotoativação, foi estimada uma taxa de inibição celular (%) e 
o desvio em relação à média para cada composto em relação ao seu controle 











FIGURA 38: INIBIÇÃO CELULAR (%) DESENCADEADA PELAS PORFIRINAS 6, 11, 12 E 13 NAS 
CONCENTRAÇÕES MAIS ATIVAS. 
 
 
A taxa de inibição celular pode ser útil na determinação da eficácia dos 
compostos testados. A partir desses valores, observamos que a porfirina 6, embora 
tenha demonstrado citotoxicidade, provocou inibição celular limitada, já que não 
atingiu 25% das células em nenhuma das condições (concentração X tempo).  
Comparando a citotoxicidade das três porfirinas catiônicas (11, 12 e 13), 
observa-se que a porfirina 11 é capaz de induzir inibição celular de forma mais eficaz 
que as demais, pois ao analisar as três concentrações (1, 3, e 10 µM) nos tempos de 
incidência de luz 10, 20 e 30 minutos, este composto provocou taxas de inibição 
celular maior ou igual a 35% em todas as circunstâncias. 
Em compensação, a porfirina 12 foi a responsável pela maior quantidade de 
células inativas verificadas no estudo (80,8%, na concentração 10 µM após 30 
minutos de fotoativação), seguida da porfirina 13 (76,8%, nas mesmas condições). 
Ainda que a FIGURA 37 indique que as porfirinas catiônicas não são todas 
concentração-dependente na inibição celular, como é o caso da porfirina 11 (mais 
ativa em 1 µM que em 10 µM), todas elas parecem ser mais ativas  quanto maior o 
tempo de incidência de luz. O tempo de fotoativação parece ser o intensificador da 
citotoxicidade por estimular a produção de espécies reativas de oxigênio e 
desencadear os mecanismos de morte celular. 
Embora na maioria das vezes a relação estrutura-atividade tenha a 
concentração como parâmetro na determinação do efeito biológico, quando o estudo 
envolve fotossensibilizadores, muitas vezes não é possível realizar interpretações 
 
PORFIRINA 6 PORFIRINA 11 
10 MIN 20 MIN 30 MIN 10 MIN 20 MIN 30 MIN 
1 µM 5.4± 1.8% 18.9± 3.3% 14.2± 2.7% 53 ± 1,5% 67,4 ± 1,4% 73,3 ± 0,8% 
3 µM 9.0± 2.7% 18.9± 2.6% 15.5± 2.4% 47,9 ± 0,6% 60,9 ± 1,4% 71,4 ± 1,0% 
10 µM 19.1± 1.8% 23.7± 3.4% 22.3± 1.6% 34,5 ± 1,7% 53,3 ± 1,7% 66,6 ± 0,8% 
 
PORFIRINA 12 PORFIRINA 13 
10 MIN 20 MIN 30 MIN 10 MIN 20 MIN 30 MIN 
1 µM 6,4 ± 1,4% 31,4 ± 2,1% 56,6 ± 2,8% 6,8 ± 4,1% 25,7 ± 2,0 % 39,7 ± 0,6 % 
3 µM 29,2 ± 0,7% 61,4 ± 3,2 % 68,6 ± 2,6% 12,6 ± 2,1% 36 ± 2,9% 60,4 ± 0,7% 
10 µM 60,3 ± 1,6% 76 ± 0,8% 80,8 ± 0,4% 22,5 ± 3,2% 52,3 ± 3,2% 76,8 ± 1% 
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simplistas. Esta dificuldade tem origem em uma variável adicional quando se avaliam 
as propriedades fotodinâmicas: o tempo de fotoativação. Ao observar a FIGURA 38 
(concentração 3 µM) é possível perceber que os maiores percentuais de inibição 
celular não são atingidos pela mesma porfirina nos tempos de 10 e 20 minutos de 
fotoativação. Além disso, como já mencionado, percebe-se que a eficiência em 
promover a inibição celular diminui com o aumento da concentração quando se toma 
de exemplo a porfirina 11, a partir da concentração de 3 µM. Apesar destas 
discrepâncias, algumas constatações podem ser delineadas, primeiramente com 
base nas FIGURAS 37, 38 e 39: 
- O caráter hidrofílico contribui positivamente para a atividade citotóxica das 
porfirinas testadas: somente as porfirinas 6, 11, 12 e 13 mostraram-se ativas. As 
mesmas compreendem os menores valores de LogD dentre os compostos testados. 
- Apesar da constatação anterior, o caráter predominante hidrofílico não é 
imprescindível para esta atividade: o valor de LogD (em pH = 7) da porfirina 13 é 
positivo.  
- Cargas efetivas constituem o principal requisito para que ocorra atividade: 
todas as substâncias ativas possuem carga efetiva (porfirinas 11, 12 e 13) ou carga 
que não pode ser anulada considerando a faixa de pH em meio aquoso (porfirina 6 - 
grupo sulfonato). 
Para fins de comparação entre as porfirinas ativas, foram utilizados os 
resultados referentes às menores concentrações e/ou tempo de fotoativação onde 
foi possível observar atividade para todas as porfirinas (1 µM/20 minutos e 3 µM/10 
minutos). Analisando estas duas situações, é possível ordenar estes compostos em 
função do nível de citotoxicidade atingida (11>12>13>6). Com base neste ranking e 
nas FIGURAS 37 e 38, pode-se chegar às seguintes conclusões: 
- O nível de hidrofilicidade não determina o nível de citotoxicidade: a porfirina 
6 é menos ativa e mais hidrofílica que 12. 
- Cargas positivas têm efeito maior no aumento da citotoxicidade quando 
comparada as cargas negativas: a porfirina 6 é a menos ativa dentre as quatro 
porfirinas mencionadas. 
- A quantidade de cargas positivas da porfirina e a distribuição das 
superfícies hidrofílicas e hidrofóbicas demonstram ter importância na atividade 
citotóxica: a porfirina 11 é substancialmente mais ativa que a porfirina 13. 
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- Apesar da constatação anterior, o número de cargas positivas ideal não é 
necessariamente quatro. Potencialmente, uma porfirina com duas ou três cargas 






FIGURA 39: FÓRMULAS ESTRUTURAIS DAS PORFIRINAS 6, 11, 12 E 13 SOMBREADAS DE 
ACORDO COM SUAS PORÇÕES HIDROFÍLICAS E HIDROFÓBICAS COM SEUS RESPECTIVOS 
VALORES DE LogD (PH = 7,0). DADOS OBTIDOS COM O SOFTWARE ACD/I-LAB 2.0. O 
GRÁFICO INIBIÇÃO CELULAR VERSUS TEMPO DE ATIVAÇÃO 10 MINUTOS CORRESPONDE À 




Ao considerar o tipo celular adotado para este estudo, relembramos que 
experimentos in vitro visam reconhecer os agentes promissores para aplicação em 
estudos mais específicos. No que concerne às porfirinas, que têm ampla aplicação 
clínica, é importante conhecer sua eficácia em células saudáveis, como os 
queratinócitos humanos. Fazer uma triagem in vitro também permite reconhecer a 
88 
 
dose eficaz nessas condições para então estimar a dose adequada para ser utilizada 
in vivo para cada fotossensibilizador.  Considerando que a terapia fotodinâmica é 
bastante aceita no tratamento de doenças cutâneas crônicas, sobretudo pela 
vantagem de direcionar o tratamento na área que deve ser tratada, a escolha dos 
queratinócitos, na condição de células da epiderme, aproxima os resultados do que 
pode vir a ser observado in vivo. Outra consideração que justifica o uso de 
queratinócitos nos experimentos in vitro de terapia fotodinâmica e como potencial 
alvo no tratamento da psoríase, é o alto padrão de proliferação destas células e o 
fato de os fotossensibilizadores em geral tenderem a se acumular preferencialmente 




6  CONCLUSÃO 
 
 
Treze meso-arilporfirinas foram estudadas em relação às suas 
citotoxicidades induzidas por fotoativação em queratinócitos humanos. Dentre estas 
porfirinas, cinco foram sintetizadas no presente trabalho, sendo as mesmas 
caracterizadas por RMN de 1H e MALDI-TOF. 
Estas porfirinas foram avaliadas com relação aos parâmetros: concentração, 
estrutura e tempo de irradiação da luz. Ao verificar a influência de cada um desses 
fatores na determinação da atividade biológica, observamos que: 1) embora na 
maioria das vezes a citotoxicidade tenha sido concentração-dependente, altas 
concentrações podem induzir a morte celular mesmo na ausência de luz, por outros 
mecanismos que não os descritos pela técnica de terapia fotodinâmica; 2) a 
afinidade celular de um fotossensibilizador é influenciada positivamente pelo caráter 
anfifílico da sua estrutura, sendo que a presença de carga e a substituição na 
posição meso melhoram as propriedades fotodinâmicas dos derivados porfirínicos; e 
3) quando se trabalhou com tais porfirinas de estruturas mais ativas (catiônicas), o 
tempo de irradiação pareceu ser o determinante na intensidade de dano celular 
gerado. 
A partir deste estudo, acredita-se que as porfirinas tetraiodeto de 5,10,15,20-
tetraquis(N-metilpiridino-4-il)porfirina (11); tetraiodeto de 5,10,15,20-tetraquis[2,3,5,6-
tetrafluor-4-(N-metilpiridino-4-ilsulfanil)fenil]porfirina (12)  e iodeto de 5,10,15-trifenil-
20 (N-metilpiridino-4-il)porfirina (13) possam ser utilizadas como modelos para 
conduzir novos estudos envolvendo a síntese de compostos com maior 
especificidade e seletividade na terapia fotodinâmica contra diversas doenças 
cutâneas. Considerando os queratinócitos utilizados nos ensaios in vitro como 
principais constituintes da pele e com participação importante em doenças cutâneas 
crônicas, compostos semelhantes estruturalmente às porfirinas catiônicas 
apresentadas podem ser eficazes no tratamento da psoríase, necessitando de 
investigações adicionais acerca de modificações na estrutura, dos mecanismos de 
morte celular e relação com a localização intracelular, da fase do ciclo celular 
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